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i 
Preâmbulo 
	  	  	  	  	   
      Este trabalho, apresentado para fins de obtenção do grau de Mestre em 
Medicina, integra um projecto desenvolvido no âmbito da Disciplina de Iniciação à 
Investigação Clínica (DIIC) do Curso de Mestrado Integrado em Medicina (MIM) do 
Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS/UP) e 
do Centro Hospitalar do Porto (CHP) e está estruturado em duas partes: proposta de 
projecto de investigação e respectivo relatório de execução. 
  
A proposta de projecto foi elaborada durante o ano letivo 2011/2012 e o projecto 
foi executado durante o ano letivo 2012/2013. 
      
O projecto foi executado no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia e no 
Laboratório de Imunologia do ICBAS/UP e nos Serviços de Neurologia e de 
Hematologia Clínica do CHP, sob a orientação do Prof. Doutor Paulo Correia de Sá, da 
Prof. Doutora Laura Oliveira e da Doutora Ernestina Santos, com a supervisão da Prof. 
Doutora Margarida Lima, responsável pela DIIC. 
  
    A execução do presente projecto ainda se encontra em curso, pelo que os 
resultados apresentados no relatório de execução do projecto são ainda preliminares.       
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Resumo 
A Miastenia Gravis (MG) é uma doença auto-imune caracterizada por 
diminuição da força muscular e fadiga crónica, cuja  a ligação de auto-anticorpos de 
tipo IgG ao receptor nicotínico da acetilcolina (nAChR) localizado na membrana do 
músculo esquelético compromete  a transmissão neuromuscular. Apesar do reconhecido 
papel dos linfócitos B e T na fisiopatologia desta síndrome os  os mecanismos celulares 
e moleculares envolvidos na disrupção da tolerância imunológica permanecem 
amplamente desconhecidos. Estudos recentes têm demonstrado um papel crucial das 
células T reguladoras (Treg) na manutenção da auto-tolerância imunológica e na 
homeostasia do sistema imune. Esta população linfocitária possui propriedades 
imunossupressoras e surge como uma linhagem celular de células T que 
fenotipicamente expressam os marcadores membranares CD4 e CD25 e o marcador 
intracelular, FoxP3 (factor de transcrição). Aparentemente défices na população e 
actividade funcional das células T reguladoras parecem aumentar a susceptibilidade 
para o desenvolvimento de doenças auto-imunes.  
A adenosina contribui para a regulação de diversos processos biológicos, através 
da interacção com receptores de superfície celular. No caso particular das sinapses 
imunológica e neuromuscular, a adenosina desempenha funções imunossupressoras e 
neurofacilitadoras através da activação de receptores do tipo A2A (A2AR) cuja disfunção 
poderá estar envolvida na etiologia das síndromes neuroimunológicas, como a 
Miastenia Gravis.  No metabolismo da adenosina estão envolvidas várias vias 
enzimáticas. A produção extracelular de adenosina a partir dos nucleótidos de adenina 
libertados (e.g. ATP) implica a via das ecto-NTPDases, que é constituída por duas 
enzimas-chave, a CD39 (apirase ou difosfohidrolase) que catalisa a hidrólise do ATP 
directamente em AMP e a CD73 (5’-nucleotidase) que catalisa a desfosforilação de 
AMP em adenosina. A inactivação da adenosina no meio extracelular é catalisada pela 
desaminase da adenosina, ADA, com a formação de inosina. 
Um dos mecanismo imunossupressores mobilizados pelas   células T 
CD4+CD25+Foxp3+ resulta da conversão do ATP em ADO através da acção concertada 
das enzimas CD39/CD73 expressas na superfície membranar desta população 
linfocitária com consequente anergia das células T activadas através da activação dos 
receptores da adenosina A2A. Neste contexto,  o défice imunológico operante na MG 
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poderá resultar da insuficiente sinalização mediada pela de adenosina motivada por 
alterações na via CD39/CD73/A2AR.  
Esta hipótese foi testada avaliando a contribuição da actividade da enzima CD73 
no papel imunossupressor da células T reguladoras em indivíduos miasténicos. 
Paralelamente, avaliamos o papel da actividade dos receptores da adenosina A2AR na 
capacidade proliferativa da população linfocitária T  CD4+CD25-.  
Considerando o número reduzido de indivíduos miasténicos envolvidos neste 
estudo os resultados apresentados devem ser interpretados com a cautela dada a sua 
natureza preliminar. No entanto, a observação de que nos indivíduos com Miastenia 
Gravis impera uma diminuição da capacidade supressiva das células Treg associada à 
expressão diminuída do factor de transcrição, o FoxP3, reforça a hipótese unificadora de 
que a disfunção imunológica observada nos indivíduos com síndromes auto-imunes 
reside na perda da actividade imunossupressora das células Treg. A aplicação do 
inibidor da actividade da enzima CD73, AOPCP (200 µM) recuperou a actividade 
imunossupressora das células Treg nos indivíduos miasténicos para níveis semelhantes 
aos observados nos indivíduos controlo. No entanto, este efeito não poderá ser 
interpretado com base nos mecanismos mediados pela adenosina devido à ausência de 
efeito do agonista e antagonista dos receptores da adenosina A2A o CGS21680C e o 
ZM241385, respectivamente, na modulação da actividade proliferativa das células T 
CD4+ CD25- nos indivíduos miasténicos. Estes resultados mostram pela primeira vez 
que a actividade do receptor A2A da adenosina se encontra comprometida nos doentes 
miasténicos. Por outro lado, a recuperação surpreendente da actividade 
imunossupressora decorrente do bloqueio da actividade da CD73 reveste-se de um 
elevado impacto terapêutico. O mecanismo molecular associado a efeito permanece por 
esclarecer. No entanto considerando os efeitos pleiotrópicos do AOPCP um dos 
mecanismos operantes poderá envolver uma via de sinalização paralela à sinalização 
purinérgica mediada pela ADO como a sinalização mediada pelo ATP através da 
activação de receptores P2Y12. Em suma, este estudo fomenta a necessidade de 
esclarecer a contribuição parcial da sinalização mediada pela adenosina e pelo ATP na 
actividade funcional e proliferativa destas populações linfocitárias com o objectivo de 
estabelecer uma nova abordagem terapêutica direccionada no sentido de modular a 
actividade da células Treg em indivíduos com síndromes auto-imunes como Miastenia 
Gravis 
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PLANO CIENTÍFICO 
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Introdução 
 
A Miastenia Gravis  (MG) é uma doença auto-imune mediada por anticorpos contra epitopes 
expressos no músculo estriado (Okumura et al., 2010). Têm sido identificados diversos auto-
anticorpos associados à MG, sendo o anticorpo contra o receptor nicotínico da acetilcolina (nAChR) 
contendo subunidades α1 considerado o mais importante (Okumura et al., 2010). Apesar dos 
inúmeros avanços na elucidação dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos no desenvolvimento 
da MG, os mecanismos celulares e moleculares subjacentes à quebra de tolerância imunológica e 
desenvolvimento de auto-anticorpos anti-nAChR permanecem desconhecidos (Zhang et al., 2009). 
Evidências acumuladas nos últimos anos sugerem a existência de uma linhagem de células T 
CD4+CD25+, designadas por células T reguladoras  (Treg), possuidoras de actividade 
imunossupressora e que desempenham um papel significativo na manutenção da tolerância 
imunológica periférica (Sakaguchi, 2004). Défices na população de células Treg aumentam a 
susceptibilidade para as doenças auto-imunes em modelos animais, muitas das quais se assemelham 
a doenças auto-imunes humanas (Zhang et al., 2009).  
No sistema imune, o ATP extracelular funciona genericamente como indicador de morte 
celular  (Borsellino et al., 2007), escamoteando as suas propriedades importantes como molécula 
sinalizadora local da comunicação entre as células. Os níveis extracelulares deste trinucleotídeo são 
maioritariamente controlados pela actividade da enzima CD39, uma ectonucleotidase (apirase ou 
difosfohidrolase) que catalisa a hidrólise do trifosfato de adenosina (ATP) directamente em 
monofosfato de adenosina (AMP) sem grande acumulação de ADP, cuja expressão ocorre na 
maioria das células do sistema imune, tais como células B, células dendríticas e subtipos de células 
T (Borsellino et al., 2007). 
A importância da enzima CD39 para a regulação do sistema imune ainda não está totalmente 
esclarecida. Para além de remover um estímulo pro-inflamatório, ao hidrolisar ATP em AMP, pode 
actuar coordenadamente com a enzima CD73 (ecto-5’-nucleotidase) no sentido da produção de 
adenosina a partir do AMP formado (Borsellino et al., 2007), uma molécula ubiquitária com 
propriedades anti-inflamatórias para além de outros efeitos biológicos conhecidos (Mandapathil et 
al., 2010). A produção de adenosina é um dos mecanismos mobilizados pelas células Treg para 
suprimir as respostas de células T efectoras (Tefect), através de um processo mediado pela 
activação de A2AR (Mandapathil et al., 2010). 
Apesar da produção da adenosina e da activação dos A2AR terem sido identificados como 
factores intervenientes no processo através do qual as células Treg controlam a amplitude e a 
duração da resposta imune (Kobie et al., 2006),  os mecanismos pelos quais estas células modulam 
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a resposta imune e suprimem funções de outras células T ainda não estão totalmente elucidados 
(Mandapathil et al., 2010). Potencialmente, contactos célula-a-célula e mecanismos antigénio-
independentes, como a geração de adenosina pericelular e a regulação da expressão de receptores da 
adenosina,  podem ser factores imunomoduladores importantes (Mandapathil et al., 2010).   
Por outro lado, na junção neuromuscular  a predominância da activação de receptores 
inibitórios A1R e excitatórios A2AR da adenosina é determinada pelo padrão de estimulação 
neuronal (Correia-de-Sa et al., 1996), que por sua vez regula a quantidade extracelular de adenosina 
gerada a partir do catabolismo do ATP libertado (Cunha et al. 1996 citado porNoronha-Matos et al., 
2011, Magalhaes-Cardoso et al., 2003).  Apesar da adenosina actuar predominantemente como um 
sinal de inibitório  (via  A1R)  em condições de repouso, a amplificação da transmissão 
neuromuscular induzida pela activação dos A2AR torna-se evidente com a acumulação de elevados 
níveis de adenosina na fenda sináptica, como aqueles gerados durante estímulos de elevada 
frequência e longa duração (Correia-de-Sa et al., 1996). 
A activação tónica dos A2AR pré-sinápticos , previne a depressão tetânica da transmissão 
neuromuscular através da mobilização de Ca2+ do meio extracelular por via da abertura de canais de 
cálcio de elevada capacidade e de inactivação lenta do subtipo Cav1 (Oliveira et al., 2004). Estudos 
desenvolvidos em modelos animais de MG induzidos através da injecção crónica de α-
bungarotoxina sugerem que a falha na transmissão neuromuscular induzida por estímulos de 
elevada frequência poderá resultar de uma disfunção na dinâmica de mobilização do Ca2+ 
extracelular dos canais de inactivação rápida Cav2.1  para os canais CaV1 (Noronha-Matos et al., 
2011). Além disso, os dados sugerem que a adenosina endógena gerada nas placas motoras de 
animais miasténicos durante o disparo neuronal repetitivo poderá ser insuficiente para preservar 
a libertação do neurotransmissor por via da activação tónica dos receptores pré-sinápticos 
facilitatórios A2AR (Noronha-Matos et al., 2011).  
 Neste contexto, o défice na acumulação de adenosina nas fendas sinápticas dos animais 
miasténicos poderá dever-se a uma redução do transporte de adenosina per si a partir das 
fibras musculares paralisadas,  assim como a uma diminuição da adenosina gerada a partir do ATP 
libertado (Noronha-Matos et al., 2011). Consequentemente, o défice na actividade dos A2AR 
resultante da diminuição dos níveis extracelulares de adenosina, pode constituir o elemento 
molecular responsável pela falência das sinapses imunológica e neuromuscular observada nos 
indivíduos com MG. 
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Estado da arte 
Miastenia Gravis 
A MG é uma doença relativamente rara (prevalência 2-7 em 10000) caracterizada por 
diminuição da força muscular e fadiga crónica, cuja patogénese foi demonstrada ser de 
natureza auto-imune mediada por auto-anticorpos contra o tecido muscular estriado (Okumura et 
al., 2010, Longo et al.,  
2011).  
 O receptor nicotínico da acetilcolina  é reconhecido como o principal  antigénio 
implicado nesta patologia (Nessi et al., 2010), que resulta da ligação de auto-anticorpos de tipo IgG 
ao nAChR localizados na membrana  muscular esquelética (Conti-Fine et al., 2006). Estes 
anticorpos estão presentes em mais de 80% dos doentes com MG e a sua ligação ao receptor 
provoca danos estruturais na fibra muscular esquelética através da fixação do complemento, 
activação da fase lítica e modulação do turnover do nAChR (Ko et al., 2008), bloqueando a 
transmissão neuromuscular (Zhang et al., 2009).  
A doença é heterogénea em termos de gravidade dos sintomas,  idade de início, associação 
com timoma e presença de auto-anticorpos. Pode manifestar-se em todas as faixas etárias e as 
características clínicas são por vezes dependentes da idade de início (Okumura et al., 2010). De 
acordo com os sintomas, os doentes são geralmente classificados em dois grupos, fenótipo 
generalizado e ocular, podendo ocorrer remissão espontânea neste último caso.  
Os mecanismos celulares e moleculares inerentes à quebra da tolerância e desenvolvimento 
de auto-anticorpos anti-nAChR nos doentes com MG permanecem desconhecidos (Zhang et al., 
2009). 
Embora na fisiopatologia da doença estejam envolvidas células B produtoras de anticorpos, 
o mecanismo é dependente de células T uma vez que células T CD4 indutoras (células T helper, 
Th)  específicas para nAChR são necessárias para o desenvolvimento de MG, onde  têm sido 
descritos clones de células T que reconhecem epítopes imunodominantes no nAChR (Masuda et al., 
2010). 
No tratamento de doentes miasténicos deve ser considerada terapêutica farmacológica 
sintomática e imunológica (Gilhus et al., 2011). A medicação sintomática, com inibidores da 
acetilcolinesterase, apresenta pequena latência e curta duração de acção, passando-se o mesmo em 
relação aos efeitos laterais (Gilhus et al., 2011). A dose pode ser rapidamente alterada e o 
tratamento é flexível (Gilhus et al., 2011).  
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No que respeita à terapêutica imunológica com imunossupressores e/ou corticóides, os seus 
efeitos não são imediatos e os efeitos laterais podem ser severos (Gilhus et al., 2011). Entre os 
imunossupressores, a ciclosporina A e o tacrolimus demonstraram ser eficazes no tratamento da 
MG (Okumura et al., 2010). A decisão de iniciar terapêutica imunossupressora deve ser 
cuidadosamente ponderada, uma vez que o uso prolongado destes fármacos tem sido associado a 
doença cardiovascular, diabetes mellitus e disfunção renal (Okumura et al., 2010), facto que realça a 
importância da investigação de novas estratégias de tratamento. 
Células T reguladoras 
As células Treg desempenham um papel fundamental na manutenção da tolerância 
imunológica e no controlo negativo de uma grande variedade de respostas imunes fisiológicas e 
patológicas (Zhang et al., 2009). 
Até o momento, foram descritos dois tipos principais de células Treg em seres humanos:  (a) 
as células Treg derivadas do timo, ditas “naturais” (nTreg) e (b) as células Treg induzidas à 
periferia, após contacto com os antigénios (Mandapathil et al., 2010).  
As células nTreg caracterizam-se, entre outros critérios, pela expressão constitutiva da 
cadeia alfa (CD25) do receptor da interleucina 2 (IL2) na membrana plasmática, sendo a 
intensidade de expressão de CD4 ligeiramente inferior à observada nos restantes linfócitos T CD4 e 
a intensidade de expressão de CD25 superior à observada nos linfócitos T CD4 activados. Além 
disso, expressam o factor de transcrição nuclear FOXP3 (Forkhead box P3). Em virtude das suas 
características imunofenotípicas, as células nTreg são geralmente referidas como 
CD4+lowCD25+highFOXP3+ ou, simplesmente, CD4+CD25+FOXP3+. Contrariamente, as células Treg 
induzidas na periferia expressam CD132 em vez de CD25 e, talvez, FOXP3+low (Mandapathil et al., 
2010).  
No sangue periférico, as nTreg representam entre 5 e 10% dos linfócitos T CD4 e modulam 
as respostas imunes, suprimindo funções de outras células T (Mandapathil et al., 2010), 
desempenhando um papel essencial na manutenção da tolerância imunológica e no 
controle negativo de uma variedade de respostas imunes fisiológicas e patológicas (Nessi et al., 
2010). Células Treg CD4+, que são anérgicas in vitro, suprimem a proliferação e produção de 
citocinas de células Tefect CD4+ em resposta a diferentes estímulos (Baecher-Allan et al., 2004). 
O FOXP3 é um factor de transcrição que desempenha um papel  fundamental na actividade 
funcional das células Treg, uma vez que a ausência de expressão FOXP3 tem um forte impacto 
negativo na actividade supressora destas células (Josefowicz et al., 2012). A expressão de FOXP3 é 
essencial não só no desenvolvimento, mas também na caracterização biológica e função das nTreg 
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(Karube et al., 2004, Zhang et al., 2009). Entre outros efeitos, o factor de transcrição FOXP3 regula 
a expressão e função de várias proteínas de membrana operacionalmente importantes para estas 
células, incluindo a cadeia alfa do receptor da IL2 (CD25), o CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte 
Antigen 4 ou CD152), e o GITR (Glucocorticoid-Induced Tumor Necrosis Factor Receptor ou 
CD357) (Mandapathil et al., 2010). Para além destas propriedades, estudos recentes mostraram 
que o FoxP3 regula a expressão de CD39, a enzima responsável pelo catabolismo do ATP em AMP 
e, consequente, formação de adenosina no meio extracelular (Deaglio et al., 2007). 
A deficiência de FOXP3 nas células nTreg activa clones auto-reactivos de células T que 
induzem o desenvolvimento de  doenças auto-imunes (Zhang et al., 2009).  Além disso, muitos 
estudos têm mostrado que a expressão de  FOXP3 tende a diminuir nas doenças auto-
imunes humanas (Zhang et al., 2009).  
Na MG tem sido descrita uma redução do número de células Treg (Fattorossi et al., 2005) e 
um defeito funcional na sua actividade supressora in vitro (Balandina et al., 2005), mas uma questão 
que continua por resolver é se o défice de células Treg em doentes com MG é primário ou 
secundário à patologia auto-imune (Liu et al., 2010). 
Via CD39/CD73 
A CD39 é a enzima que hidrolisa ATP e ADP em AMP, enquanto a CD73 é uma enzima 
que existe na forma solúvel ou ligada à membrana e que  catalisa a desfosforilação de 
AMP em adenosina (Mandapathil et al., 2010). Em conjunto com a adenosina desaminase  (ADA), 
a enzima que hidrolisa adenosina em inosina, a CD39 e a CD73 regulam a concentração de 
adenosina no espaço pericelular (Mandapathil et al., 2010). Recentemente, foi demonstrado que 
a CD39 é expressa em células Treg humanas e de murinos, enquanto a enzima CD73 só é expressa 
na superfície das células Treg de roedores (Borsellino et al., 2007). 
A expressão celular de CD39 e de CD73 é distinta: a CD39, inicialmente identificada 
como um marcador de activação de células B,  também é expressa na superfície das células T 
activadas e em outras células hematopoiéticas, incluindo células Natural Killer, monócitos, 
macrófagos e células dendríticas; enquanto a CD73 é expressa por células Treg CD4+low CD25+high 
FOXP3+, bem como células CD4+ CD25neg precursoras de células T indutoras da resposta imune 
(células T helper, Th) (Kobie et al., 2006).  
Em humanos, a ADA está associada a um domínio extracelular de CD26, uma glicoproteína 
de membrana que está amplamente distribuída em diversos tipos celulares; no entanto,  este 
complexo não está presente em roedores (Schrader et al., 1990).  A presença de complexos CD26-
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ADA em células T humanas proporciona uma oportunidade para avaliar a expressão e função 
da ADA nas células Treg (Dong et al., 1996). 
No sistema imunológico, o ATP extracelular funciona como um sinal de 
perigo libertado por células danificadas (Borsellino et al., 2007). A enzima CD39 remove o ATP 
por clivagem hidrolítica e, portanto, desempenha funções imunomoduladoras imediatas sobre o 
ambiente próximo (Borsellino et al., 2007). 
 A acção da CD39 permite que as células Treg se desloquem para regiões inflamadas, onde 
de outra forma os elevados níveis de ATP induziriam a morte celular mediada pela activação de 
receptores P2 (Borsellino et al., 2007). Ainda mais importante, a enzima CD39 permite a extinção 
dos processos pro-inflamatórios despoletados pelo ATP noutras células vizinhas (Borsellino et al., 
2007). Por exemplo, a maturação das células dendríticas pode ser mediada pela CD39 expressa 
pelas células Treg (Borsellino et al., 2007). Uma vez que a intensidade e a direcção da resposta 
imune dependem em grande parte da capacidade das células apresentadoras de antigénio  (APC) 
desencadearem a resposta de células T,  o ajuste dos níveis de ATP no meio extracelular pelas 
células Treg pode influenciar o estado funcional das células dendríticas, podendo a CD39 
representar outro elemento importante na regulação imunitária (Borsellino et al., 2007). 
Enquanto a remoção de ATP pela CD39, por si só,  tem efeitos anti-inflamatórios,  estes 
podem ser ainda ampliados devido à geração de adenosina, que apresenta múltiplas 
actividades supressoras e anti-proliferativas (Borsellino et al., 2007).  Assim,  a actividade 
da CD39 apresenta dois efeitos anti-inflamatórios sinérgicos:  remoção de ATP e formação de 
adenosina. 
As células Treg expressam níveis elevados de CD39 e de CD73, podendo 
hidrolisar ATP exógeno para formar  adenosina (Deaglio et al., 2007), molécula que pode 
ser  responsável, em parte, pelas suas funções supressoras (Borsellino et al., 2007). 
Adenosina e seus receptores 
A concentração extracelular de adenosina é alcançada através do equilíbrio entre a 
geração de adenosina extracelular e os mecanismos de inactivação  (captação celular e/ou 
desaminação extracelular) (Correia-de-Sa and Ribeiro, 1996). Esta é uma molécula de sinalização, 
que se acumula no espaço extracelular em resposta ao stress metabólico e lesão celular e se liga aos 
receptores presentes em muitos tipos de células, regulando várias respostas fisiológicas onde se 
incluem a sua capacidade anti-inflamatória (Sitkovsky, 2003).  
Com base na sua capacidade de aumentar ou diminuir a concentração intracelular de AMPc, 
os receptores de adenosina foram inicialmente classificados como receptores A1 (A1R) ou A2, 
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(A2R),  respectivamente (Hasko et al., 2008). Estudos subsequentes refinaram a classificação 
destes receptores e os receptores A2  foram subdivididos em dois grupos:  os receptores de elevada 
afinidade, tipo A2A (A2AR),  e os  de baixa afinidade, tipo A2B (A2BR) (Hasko et al., 2008). Mais 
recentemente, a descoberta e caracterização dos receptores da adenosina tipo A3 (A3R), deixaram 
claro que, tal como os A1R, os A3R medeiam certas respostas celulares pela diminuição das 
concentrações intracelulares de AMPc (Jin et al., 1997). 
A ligação da adenosina ao A2AR presente nas células do sistema imune activa uma cascata 
inibitória através da elevação do AMP citoplasmático (AMPc) (Panther et al., 2003). 
Especificamente, a sinalização do receptor de adenosina interfere com funções de células do sistema 
imunológico,  inibindo a proliferação e produção de citocinas (Panther et al., 2003). 
Níveis fisiológicos de adenosina podem activar receptores os A1R, os A2AR e os A3R no 
homem, enquanto a activação do A2BR requer concentrações mais elevadas do nucleósido só 
verificáveis em situações patológicas (Fredholm, 2007).  Embora as respostas celulares sejam 
altamente dependentes das concentrações de adenosina na superfície das células, vários 
outros factores, tais como a densidade do receptor e funcionalidade das vias de sinalização 
intracelulares acopladas aos receptores de adenosina, determinam também a natureza e 
magnitude do efeito da adenosina sobre a célula (Hasko et al., 2008). 
A interpretação de dados  relativos a avaliações da função dos receptores de adenosina em 
diferentes espécies requer precaução, uma vez que foram demonstradas 
variações nas sequências de receptores de adenosina clonados, associadas a diferentes respostas 
farmacológicas aos agonistas e antagonistas selectivos (Hasko et al., 2008). 
Além de regular indirectamente a função dos linfócitos, estimulando os receptores de 
adenosina em células do sistema imune  inato, como as células dendríticas, a adenosina também 
pode afectar directamente as respostas dos linfócitos, através da ligação e activação dos 
seus receptores nestas células (Hasko et al., 2008). Vários estudos concluem que os A2AR são os 
receptores de adenosina mais importantes na determinação das respostas de linfócitos (Hasko et al., 
2008).  
Activação das células T CD4 e receptor A2A da adenosina 
A activação das células T CD4+ através da via de sinalização do receptor de células T (TCR) 
resulta no aumento rápido da expressão dos A2AR (Lappas et al., 2005). O aumento da expressão 
do A2AR ao 4 º dia de cultura de células CD4+ CD25- ocorre paralelamente ao momento em que a 
supressão da proliferação de células alvo  mediada por células Treg é maior, confirmando que a 
geração de adenosina é um componente importante no armamento da célula Treg (Hasko et al., 
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2008). Além disso, a sinalização da adenosina extracelular através dos A2AR pode actuar como um 
regulador endógeno das respostas inflamatórias desencadeadas pelos linfócitos T CD4+, 
formando um ciclo de feedback em que a adenosina libertada a partir de tecidos danificados por 
macrófagos serve para inibir a  actividade de linfócitos T CD4+ e, em última instância, a actividade 
dos macrófagos (Lappas et al., 2005).  Além das células-alvo, as células Treg também expressam 
A2AR, cuja activação aumenta a expressão de FoxP3 (Zarek et al., 2008). 
O sinal transmembranar mediado pelo A2AR  inibe a activação, proliferação e expansão de 
células T (Huang et al., 1997) e estas propriedades inibidoras da adenosina podem contribuir 
para os mecanismos imunossupressores do nucleósido (Huang et al., 1997). 
A activação do A2AR inibe a secreção de IL2 pelas células T naive CD4+, reduzindo a sua 
proliferação após estimulação do receptor de células T (Sevigny et al., 2007). A activação do 
receptor A2A também suprime a produção de interferão gama (IFN-γ) e interleucina 4 (IL4) por 
células T naive CD4 + e por células Th1 e Th2 (Lappas et al., 2005). Outros 
efeitos imunossupressores da estimulação de A2AR incluem o aumento da expressão de moléculas 
inibidoras da família do CD28,  como o CTLA-4 e o PD1 (Programmed Death 1 ou CD279), 
e diminuição da expressão da molécula de co-estimulação CD154 (também designado por ligando 
do CD40 ou CD40L) (Sevigny et al., 2007). 
Problemas 
Apesar do extenso conhecimento sobre a imunopatogénese das síndromes miasténicas, há 
ainda incertezas no que diz respeito aos elementos moleculares envolvidos nos mecanismos 
fisiopatológicos desenvolvidos durante a progressão destas patologias. Actualmente, a estratégia 
terapêutica adoptada passa por colmatar a ambivalência subjacente à fisiopatologia da MG, tal 
como a exacerbação da actividade do sistema imunológico através do uso de imunossupressores e o 
défice na transmissão neuromuscular com a utilização de inibidores da acetilcolinesterase. As 
abordagens terapêuticas referidas anteriormente apresentam um caracter inespecífico no que diz 
respeito à manipulação da actividade do sistema imunológico e da transmissão neuromuscular, 
como tal, são terapêuticas com elevado potencial para desenvolverem efeitos adversos severos. 
Assim sendo, é necessária a implementação de novas terapêuticas mais selectivas actuando ao nível 
do subtipo de células T e B antigénio específicas e sobre o controlo neuromodulador da transmissão 
neuromuscular. A adenosina é um modulador ubiquitário da sinalização celular que possui 
simultaneamente propriedades imunossupressoras (Sitkovsky et al., 2008) e neuromoduladoras 
(Correia-de-Sa et al., 1996). Foi demonstrado recentemente em modelos animais de MG que a 
depressão da transmissão neuromuscular se encontra relacionada com uma redução da actividade 
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tónica dos A2AR provavelmente devido à diminuição da acumulação extracelular de adenosina 
(Noronha-Matos et al., 2011) resultante do aumento da actividade da desaminase da adenosina 
(Oliveira et al., 2011). Por outro lado, foi demonstrado em indivíduos com MG que o subtipo de 
células T envolvidas na manutenção da tolerância periférica, células T reguladoras (Treg), apresenta 
défices funcionais severos no que diz respeito às suas propriedades imunoreguladoras (Balandina et 
al., 2005). Em oposição ao conhecimento do mecanismo estabelecido para as propriedades 
imunossupressoras das células Treg (Sitkovsky et al., 2008), existe uma clara ausência de 
evidências que identifiquem o mecanismo molecular associado aos défices funcionais nas 
propriedades imunossupressoras das células Treg em doenças neurológicas do foro autoimune. 
Curiosamente, em indivíduos com MG observou-se que, paralelamente à perda da actividade 
imunoreguladora das células Treg, existia uma redução da expressão do factor de transcrição Foxp3 
(Balandina et al., 2005) reconhecido como factor de transcrição envolvido na regulação da 
expressão da enzima CD39 (Deaglio et al., 2007). Neste contexto, é plausível considerar que 
alterações funcionais nos processos enzimáticos envolvidos na produção (via CD39/CD73) e 
inactivação (via ADA) da adenosina poderão constituir um novo mecanismo envolvido na 
fisiopatologia da MG que correlaciona os distúrbios operantes ao nível do sistema imunológico e 
neuromuscular.  
Questões 
Até à data o mecanismo molecular envolvido na disfunção da propriedade imunossupressora 
das células Treg em índividuos com MG não se encontra esclarecido (Balandina et al., 2005). Por 
outro lado, estudos desenvolvidos recentemente no Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia 
do ICBAS-UP usando modelos animais de MG sugerem que os défices neuromusculares operantes 
nesta patologia podem resultar simultaneamente de dois mecanismos: (1) bloqueio da transmissão 
da sinapse neuromuscular através da ligação de anticorpos aos receptores nicotínicos expressos nos 
músculos esqueléticos e, consequente, mobilização do sistema complemento e (2) da disfunção do 
controlo neurofacilitador da sinapse neuromuscular mediado pelos A2AR (Noronha-Matos et al., 
2011) resultante da redução da acumulação de adenosina na fenda sináptica (Oliveira et al., 2011). 
Assim sendo, uma das questões primárias que emerge neste contexto relaciona-se com o facto da 
redução nos níveis de adenosina constituir um mecanismo comum à disfunção imunológica e 
neuronal operante na MG. Evidências que permitam uma resposta afirmativa à questão colocada 
anteriormente irão desencadear novas hipóteses que se relacionam com o mecanismo subjacente à 
redução dos níveis de adenosina, tais como possíveis alterações nas vias enzimáticas envolvidas na 
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produção (via CD39/CD73) e inactivação (via ADA) da adenosina, assim como modificações no 
alvo molecular da adenosina nucleósido, os A2AR. 
Hipóteses de trabalho 
A avaliação da presença, frequência e actividade das células Treg em várias patologias 
humanas reveste-se de elevada importância visto existirem inúmeras evidências que sugerem um 
papel-chave desta linhagem de células T na fisiopatologia, progressão e resposta à terapia de 
doenças neurológicas de carácter autoimune (Sakaguchi, 2011). O desenvolvimento de novas 
terapias envolvendo a manipulação de células Treg depende claramente da compreensão da sua 
biologia, interacção com outras células e dos mecanismos mobilizados para induzir 
imunossupressão. Tal como referido anteriormente a metabolização do ATP em adenosina, mediada 
pela acção concertada das enzimas CD39/CD73 expressas nas células Treg, e, consequente, 
activação dos A2AR nas células Tefect constitui um dos mecanismos chave envolvidos na 
propriedade imunossupressora das células Treg (Borsellino et al., 2007). Assim sendo, é plausível 
considerar que a disfunção imunológica observada nos indivíduos com MG possa estar relacionada 
com um défice na acumulação de adenosina nos momentos chave que decorrem durante a indução 
da resposta imunológica, tal como na interacção que se estabelece entre as células apresentadoras de 
antigénio e as células T CD4+ antigénio específicas. Apesar de não existirem evidências que 
estabeleçam claramente um envolvimento do sistema adenosinérgico na fisiopatologia da MG, foi 
demonstrado que indivíduos com MG apresentam níveis elevados da actividade sérica da 
desaminase da adenosina (Chiba et al., 1995). Como tal, é nossa hipótese que a disfunção 
imunológica operante na MG possa resultar primariamente da insuficiente acumulação de adenosina 
na sinapse imunológica motivada por alterações nos mecanismos envolvidos na acumulação da 
adenosina (via CD39/CD73/ADA) e secundariamente da insuficiente activação dos A2AR. Assim 
sendo, a via de sinalização mediada pela adenosina poderá apresentar-se como um novo mecanismo 
envolvido na fisiopatologia da MG e constituir um possível alvo terapêutico.  
Objectivos 
Este estudo tem como objectivo investigar o papel da via CD39/CD73/ADA/A2AR na 
disfunção imunológica operante em indivíduos com MG. Para tal, serão avaliados os níveis de 
expressão das enzimas CD39, CD73 e ADA, assim como, dos A2AR nas células Treg 
CD4+CD25+FoxP3+ e T CD4+CD25- por Western blot e por imunofluorescência. O estado funcional 
da actividade enzimática das enzimas CD39, CD73 e ADA em ambas as populações de células T, 
Treg CD4+CD25+FoxP3+ e T CD4+CD25-, será avaliado em ensaios de catabolismo extracelular do 
ATP e da adenosina por HPLC. Por fim, considerando que o evento primário associado à indução 
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da resposta imunológica corresponde à interacção física entre as células apresentadoras de antigénio 
e as células T numa estrutura designada por sinapse imunológica e que a modulação desta 
comunicação é mediada pela acção imunossupressora das células Treg irá ser reconstruido in vitro 
um modelo da sinapse imunológica tripartida, com células Treg CD4+CD25+FoxP3+, células Th 
CD4+CD25- e APC isoladas de indivíduos com MG. Ensaios proliferativos irão ser desenvolvidos 
neste modelo com o objectivo de avaliar a propriedade imunossupressora das células Treg.   
Intervenientes 
Instituições, Departamentos e Serviços 
§ Centro Hospitalar do Porto (CHP). 
o Hospital de Santo António (HSA). 
§ Departamento de Doenças do Sistema Nervoso e Orgãos dos Sentidos 
(DDSNOS). 
• Serviço de Neurologia (SN). 
o Consulta de Neurologia. 
§ Departamento de Medicina (DM). 
• Serviço de Hematologia Clínica (SHC). 
o Sector de Dadores de Sangue. 
§ Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS/UP). 
o Departamento de Imuno-Fisiologia e Farmacologia (DIFF). 
§ Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia (LFNB). 
Equipa de Investigação 
Constituição 
Aluno	  
 Marisa Rosalina Gonçalves da Cunha: Aluna do 5º ano do Curso de Mestrado Integrado em 
Medicina (MIM) do ICBAS/UP, Disciplina de Iniciação à Investigação Clínica (DIIC). 
Orientadores	  do	  projecto	  
 Professor Doutor Paulo Jorge da Silva Correia de Sá (Médico, Professor Catedrático do 
ICBAS/UP, Director do LFNB e do DIFF do ICBAS-UP) (Orientador). 
 Prof. Doutora Laura Joana Fevereiro Oliveira (Bioquímica do DIFF do ICBAS/UP; Professora 
Auxiliar do ICBAS/UP) (Co-orientadora). 
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 Dra. Maria Ernestina Azevedo Moreira Santos (Médica, Neurologista, Assistente Hospitalar 
Graduada do SN do DDSNOS do HSA/CHP) (Co-orientadora). 
Supervisor	  da	  DIIC	  
 Prof. Doutora Margarida Maria de Carvalho Lima (Médica, Imunohemoterapeuta, Assistente 
Hospitalar Graduada do SHC do HSA/CHP; Professora Auxiliar Convidada do ICBAS/UP; 
Regente da DIIC). 
Funções e responsabilidades 
§ A concepção e elaboração da proposta e a execução do projecto são da responsabilidade da 
Aluna; 
§ Os Orientadores supervisionarão o aluno na elaboração de proposta, na execução do projecto e 
na análise e interpretação dos resultados; 
§ A Regente da DIIC acompanhará todas as fases do projecto, desde a sua concepção até à 
apresentação dos resultados, passando pela sua execução e análise/interpretação dos dados; 
§ Os restantes investigadores colaborarão em aspectos específicos do projecto, conforme 
especificado adiante. 
Tempo dedicado ao projecto 
Nome e apelido Função % Tempo dedicado ao 
projecto 
Nº de 
meses 
Pessoas* 
Mês 
Marisa Cunha Aluno 10% 22 2,20 
Paulo Correia de Sá Orientador 2,5% 22 0,55 
Laura Oliveira Co-orientadora 5.0% 22 1.10 
Ernestina Santos Co-orientadora 2,5% 22 0,55 
Margarida Lima Supervisora 2,5% 22 0,55 
Total 4,95 
 
Condições e motivações para a realização do estudo 
Capacidades instaladas e recursos disponíveis 
A selecção dos participantes no estudo, obtenção dos consentimentos informados e recolha 
de amostras de sangue periférico será efectuada nas instalações do HSA/CHP. 
As análises irão ser realizadas no DIFF do ICBAS/UP, com recurso aos equipamentos e 
recursos humanos existentes. 
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Motivações pessoais para a realização do estudo 
A investigação clínica é hoje um componente essencial na formação de médicos. Assim, e 
no contexto do MIM, é essencial que os estudantes desenvolvam interesse e conhecimento nesta 
área, motivos que justificaram a inscrição da aluna na DIIC. A escolha da área da Neurologia para 
este projecto de investigação, prende-se com o seu interesse por esta área clínica que, além de 
possuir ainda muitos campos para investigação, tem a sua história ligada à História do ICBAS. No 
que respeita, em particular, ao tema a investigar, motivou-a o facto de abranger diferentes áreas do 
conhecimento: a Neurologia, a Imunologia, a Fisiologia e a Farmacologia. 
Metodologia 
Critérios de revisão da literatura 
Para a revisão da literatura, foi feita a pesquisa, através da PubMed, de artigos originais ou 
de revisão indexados na MedLine, publicados nos últimos 15 anos.  
Na pesquisa foram usadas as seguintes palavras-chave: myasthenia gravis, thymectomy, T-
cell, T regulatory cell, CD39 and Foxp3+ Treg cells, T regulatory cell and expression CD73, Foxp3, 
adenosine, adenosine generation, adenosine receptors, adenosine A2A receptors.  
Foram ainda consultados artigos fornecidos pelos orientadores, alguns dos quais publicados 
por membros da equipa de investigação. 
Desenho do estudo 
Tipo de estudo 
Será realizado um estudo de investigação clínica, nacional e institucional, de âmbito 
laboratorial, observacional, analítico, transversal e de tipo caso-controlo, em que a unidade de 
observação são doentes com MG (casos), e indivíduos adultos saudáveis (controlos). 
Universo, população e amostra 
Universo	  
Doentes adultos com MG. 
População	  
Doentes adultos com MG seguidos na Consulta de Neurologia do HSA/CHP. 
Amostra	  
Método de amostragem: Não aleatória, por conveniência (consecutiva). 
Tamanho pretendido para a amostra: 30 doentes. 
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Selecção dos participantes 
Serão seleccionados os doentes com MG que frequentem a Consulta de Neurologia 
do HSA/CHP entre Outubro de 2012 e Fevereiro de 2013, até atingir o tamanho 
pretendido para a amostra. 
Critérios de elegibilidade 
Critérios	  de	  inclusão	  
Ser doente da Consulta de Neurologia do HSA/CHP.  
Ter idade superior a 18 anos.  
Ter MG.  
Frequentar a consulta entre Outubro de 2012 e Fevereiro de 2013.  
Assinar, de forma livre e esclarecida o termo de consentimento informado. 
Critérios	  de	  exclusão	  
Ter sido timectomizado. 
Ter feito terapêutica imunomoduladora (corticóides ou imunossupressores) durante o 
último ano. 
Plano de trabalho 
Procedimento geral 
Serão convidados a participar no estudo os doentes com MG seguidos na Consulta de 
Neurologia do CHP não timectomizados e não submetidos a terapêutica imunomoduladora há pelo 
menos um ano (casos). Serão ainda convidados a participar no estudo indivíduos controlo, dadores 
benévolos de sangue (controlos).  
Aos indivíduos que aceitem participar, após assinatura de termo de consentimento 
informado, será efectuada a colheita de sangue periférico (15-20 mL), em tubos contendo heparina. 
Os dados clínicos a recolher serão apenas a idade, o sexo, o diagnóstico e a terapêutica realizada. 
As colheitas serão efectuadas no contexto da colheita de análises de rotina para os doentes 
miasténicos e no contexto de dádiva de sangue no caso dos dadores de sangue.  
As amostras de sangue periférico obtidas serão enviadas para o LFNB do DIFF do 
ICBAS/UP, onde serão feitos os estudos laboratoriais.  
As células T reguladoras CD4+CD25+ e as células Tefect CD4+CD25- e as APC serão 
isoladas por separação celular imunomagnética (MACS®, Miltenyi Biotec).  
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No sentido de esclarecer uma possível alteração na actividade funcional da via 
CD39/CD73/ADA na MG serão feitos estudos das cinéticas do catabolismo extracelular de ATP e 
adenosina em culturas de células T CD4+CD25- e T CD4+CD25+ por HPLC.  
Experiências de co-localização para determinar a densidade e distribuição dos A2AR e das 
ectoenzimas envolvidas no metabolismo do ATP e da adenosina serão realizadas por 
imunofluorescência de alta resolução em microscopia confocal.  
Os estudos de imagem serão complementados com técnicas baseadas na expressão de 
proteínas, como o Western blot.  
A relevância funcional da via CD39/CD73/ADA/A2AR será avaliada no modelo in vitro da 
sinapse imunológica tripartida através de ensaios proliferativos em culturas celulares. 
Tarefas associadas ao projecto 
Lista	  de	  tarefas	  
Durante a execução do projecto estão previstas as seguintes tarefas: 
Nº da 
tarefa 
Designação da tarefa Data 
de início  
Data 
de conclusão 
1 Selecção dos participantes 01/10/2012 30/02/2013 
2 Obtenção do consentimento informado 01/10/2012 30/02/2013 
3 Colheita de amostras de sangue periférico 01/10/2012 30/02/2013 
4 Estudos laboratoriais 01/10/2012 30/02/2013 
5 Análise e interpretação dos resultados 01/03/2013 30/04/2012 
6 Elaboração do relatório de execução 01/05/2013 30/06/2013 
7 Apresentação dos resultados 01/06/2013 30/07/2013 
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Descrição	  das	  tarefas	  
 
Tarefa 1: Selecção dos participantes 
Duração:  5 meses 
Data prevista 
para o início: 
1/Outubro/2012 
Data prevista 
para a conclusão: 
30/Fevereiro/2013 
Instituições, 
Departamentos e 
Serviços: 
Instituição – HSA/CHP 
Departamento – DDSNOS 
Serviço – SN  
Objectivos e 
Descrição: 
Selecção da amostra: Selecção de doentes com MG que 
frequentem a CN do HSA entre Outubro de 2012 e Fevereiro 2013, até 
atingir o tamanho pretendido para a amostra; selecção do mesmo número 
de indivíduos saudáveis, dadores benévolos de sangue, com características 
demográficas semelhantes, que frequentem o banco de sangue no mesmo 
período de tempo. 
Investigadores 
envolvidos: 
Ernestina Santos; Marisa Cunha 
(Colaboradores: Médicos de serviço no Sector dos Dadores de 
Sangue) 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
As duas investigadoras participarão na selecção dos participantes 
no estudo. 
  
Tarefa 2: Obtenção do consentimento informado 
Duração: 5 meses 
Data prevista 
para o início: 
1/Abril/2012 
Data prevista 
para a conclusão: 
30/Julho/2012 
Instituições, 
Departamentos e 
Serviços: 
Instituição – HSA/CHP 
Departamento – DDSNOS 
Serviço – SN 
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
19 
Objectivos: Informação dos participantes acerca das características e objectivos 
do estudo e obtenção do seu consentimento informado. 
Descrição: Informação dos participantes acerca das características e objectivos 
do estudo, oralmente e através da entrega de um folheto informativo. 
Entrega e preenchimento dos formulários de consentimento informado. 
Investigadores 
envolvidos: 
Ernestina Santos; Marisa Cunha 
(Colaboradores: Médicos de serviço no Sector dos Dadores de 
Sangue) 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
As duas investigadoras participarão na obtenção do consentimento 
informado dos participantes no estudo. 
  
Tarefa 3: Colheita de amostras de sangue periférico 
Duração: 5 meses 
Data prevista 
para o início: 
1/Outubro/2012 
Data prevista 
para a conclusão: 
30/Fevereiro/2013 
Instituições, 
Departamentos e 
Serviços: 
Instituição – HSA/CHP 
Departamento – DDSNOS 
Serviço – SN 
Objectivos e 
descrição: 
Colheita de amostras de sangue periférico (15-20 ml) dos doentes 
com MG participantes, no contexto das colheitas para análises de rotina. 
Colheita de amostras de sangue periférico (15-20 ml) dos dadores 
de sangue, no contexto da dádiva de sangue.  
Transporte das amostras de sangue periférico colhidas no 
HSA/CHP, para o LFNB do ICBAS/UP. 
Investigadores 
envolvidos: 
Marisa Cunha 
(Colaboradores: Técnicos da Central de Colheitas; Enfermeiras da 
Sala de Colheitas dos Dadores de Sangue) 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
É da responsabilidade da investigadora programar o transporte das 
amostras de sangue periférico do HSA/CHP para o LFNB do ICBAS/UP. 
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Tarefa 4: Estudo laboratorial 
Duração: 5 meses 
Data prevista 
para o início: 
1/Outubro/2012 
Data prevista 
para a conclusão: 
30/Fevereiro/2013 
Instituições, 
Departamentos e 
Serviços: 
Instituição – ICBAS/UP 
Departamento – DIFF 
Serviço – LFNB 
Objectivos e 
descrição: 
Isolamento das células Treg CD4+CD25+FoxP3+ e das células Th 
CD4+CD25- e APC. 
Preparação de um modelo de sinapse imunológica com três 
células conjugadas (células Treg CD4+CD25+FoxP3+ e das células Tefect 
CD4+ CD25-, APC). 
Avaliação da libertação de ATP e formação de adenosina na 
sinapse imunológica. 
Avaliação da actividade dos A2AR na sinapse imunológica. 
Investigadores 
envolvidos 
Paulo Correia de Sá; Laura Oliveira; Marisa Cunha 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
Os três investigadores participarão na execução das técnicas 
laboratoriais necessárias ao cumprimento dos objectivos. Para tal terão a 
colaboração tecnica da Dra. Teresa Magalhães-Cardoso (HPLC) e da 
Doutora Fátima Ferreirinha (imunocitoquímica e Western Blot). 
  
Tarefa 5: Análise e interpretaçao dos resultados 
Duração: 2 meses 
Data prevista 
para o início: 
1/Março/2013 
Data prevista 
para a conclusão: 
30/Abril/2013 
Instituições, 
Departamentos e 
Instituição – ICBAS/UP 
Departamento – DIFF 
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Serviços: Serviço – LFNB 
Objectivos e 
descrição: 
Análise estatística dos resultados: estatística descritiva (medidas 
de distribuição central e de dispersão; frequências absolutas e relativas); 
estatística correlacional; estatística inferencial.  
Interpretação dos resultados. 
Investigadores 
envolvidos 
Marisa Cunha; Laura Oliveira; Paulo Correia de Sá 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores 
É da responsabilidade dos investigadores a anonimização das 
amostras, com a criação de um código para cada participante para registo 
e tratamento dos dados. 
É da responsabilidade da investigadora Marisa Cunha a análise 
estatística dos dados, sob orientação dos restantes investigadores. 
 
Tarefa 6: Redacção do relatório de execução 
Duração: 2 meses 
Data prevista para o 
início: 
1/Maio/2013 
Data prevista para a 
conclusão: 
30/Junho/2013 
Instituições, 
Departamentos e Serviços: 
Instituição – ICBAS/UP 
Departamento – DIFF 
Serviço – LFNB 
Objectivos e 
Descrição: 
Redacção do relatório de execução do projecto de 
investigação: Descrição e discussão dos resultados; Elaboração de 
conclusões. 
Investigadores 
envolvidos: 
Marisa Cunha; Laura Oliveira; Paulo Correia de Sá 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
É da responsabilidade da investigadora Marisa Cunha a 
redacção do relatório de execução, sob orientação dos restantes 
investigadores. 
  
Tarefa 7: Apresentação dos resultados 
Duração: 2 meses 
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Data prevista para o 
início: 
1/Junho/2013 
Data prevista para a 
conclusão: 
30/Julho/2013 
Instituições: ICBAS/UP e HSA/CHP 
Objectivos e 
Descrição: 
Apresentação dos resultados do projecto de investigação: 
Apresentação oral dos resultados nas JIIC; Dissertação de MIM 
Investigadores 
envolvidos 
Marisa Cunha; Paulo Correia de Sá; Margarida Lima 
Funções e 
responsabilidades dos 
investigadores: 
É da responsabilidade da investigadora Marisa Cunha a 
apresentação dos resultados sob orientação dos Prof. Paulo Correia 
de Sá e Margarida Lima 
Material e métodos 
Procedimentos técnicos 
Separação de células mononucleares de sangue periférico (CMSP) - Amostras de sangue 
periférico (15-20 ml) de indivíduos diagnosticados com MG e indivíduos saudáveis serão colhidas 
para tubos heparinizados e centrifugados num gradiente de Ficoll-Paque (GE Healthcare). As 
CMSP obtidas serão lavadas em meio AIM-V (Invitrogen), contadas e direccionadas para o 
isolamento das células T CD4+CD25- e TCD4+CD25+. 
Isolamento das células T CD4+CD25-, T CD4+CD25+ e APC - Os vários subtipos de células 
T serão isoladas pelo método sequencial de separação celular imunomagnética (Miltenyi Biotec). 
Abreviadamente, as células T CD4+ serão isoladas a partir da suspensão de CMSP por depleção 
negativa seguida de selecção positiva utilizando microparticulas magnéticas revestidos com 
anticorpos anti-CD25 (Kit de separação de células T reguladoras humanas, Miltenyi Biotec).  Serão 
obtidas duas fracções celulares, a fracção de células CD4+CD25+ e a fracção CD4+CD25- cuja 
pureza será avaliada por citometria de fluxo, utilizando fluorocromos conjugados com anticorpos 
anti-CD25 (eBioscience) e anti-CD4 (eBioscience). Para a purificação de APC, as células T serão 
retiradas da amostra usando microparticulas magnéticas Pan T cell (Miltenyi Biotec) e a selecção 
negativa de células será usada como potenciais APC. As células serão suspensas em meio AIMV 
(Invitrogen) e incubadas em caixas de Petri para culturas de tecidos (tratadas com fibrinogénio) 
durante 2 h, para permitir a aderência às caixas. Os sobrenadantes contendo células não aderentes 
serão dispensados e a população de células aderentes será obtida por pipetagem repetida com meio 
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AIM V (Invitrogen) aquecido. A população de células aderentes (livre de células T) será usada 
como APC nas experiências seguintes.  
Imunofluorescência - A população de células isoladas T CD4+CD25- e T CD4+CD25+ serão 
citocentrifugadas e fixadas numa solução de 1:1 metanol/acetona. De seguida, serão incubadas com 
os seguintes anticorpos primários: anti-CD73 (Santa Cruz); anti-CD39 (Santa Cruz), anti-ADA 
(Santa Cruz) e anti-A2AR (Alpha Diagnostics) e os respectivos anticorpos secundários conjugados 
com fluorocromos. As amostras serão avaliadas por microscopia confocal (Olympus FluoView 
1000). 
Análise por citometria de fluxo – A citometria de fluxo será utilizada para avaliar a 
imunofenotipicamente a fracção de células obtidas a partir da separação imunomagnética, com base 
na expressão dos marcadores CD4, CD25 e Foxp3.   
Ensaios proliferativos – Para avaliar a taxa proliferativa das células T CD4+CD25- na 
presença das APC e células T CD4+CD25+, as células T CD4+CD25- serão previamente incubadas 
com 1,5 µM de CFSE (5,6-carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester) (Invitrogen) a 37ºC 
durante 15 minutos. As células T CD4+CD25- marcadas com CFSE serão incubadas com as APC e 
células T CD4+CD25+ num rácio de 1:1:1 e, após 72h, a capacidade proliferativa das células T 
CD4+CD25+ será avaliada por citometria de fluxo. Usando o mesmo desenho experimental, a 
relevância funcional da via CD39/CD73/ADA/A2AR será avaliada usando inibidores enzimáticos e 
agonistas e antagonistas selectivos dos A2AR. 
 Western Blot - Para determinar a densidade de expressão dos A2AR e das ectoenzimas 
envolvidas no metabolismo do ATP e da adenosina serão preparados extratos de proteínas de 
células T CD4+CD25- e células T CD4+CD25+. As células serão lavadas e lisadas a 4ºC numa 
solução contendo Nonidet P-40 a 0.5%, 150 mM de NaCl e 50 mM de base Tris (Sigma). Após a 
adição de tampão Laemmli aos lisados celulares, na proporção de 1:1 (v/v) os lisados serão 
aquecidos até ebulição durante 5 minutos. Os extratos de proteínas obtidos serão submetidos a 
electroforese num gel gradiente com 4–15% Tris- HCl (Bio-Rad) e subsequentemente transferidos 
para membranas de fluoreto de polivinilideno (Millipore) previamente tratadas com anticorpos 
policlonais específicos para as enzimas humanas CD39 (Santa Cruz), CD73 (Santa Cruz), 
CD26 (Santa Cruz), A2AR (Alpha Diagnostics) e ADA (Santa Cruz). Substrato SuperSignal West 
Femto Maximum Sensitivity (Pierce) e filme Kodak BioMax MR serão utilizados para 
visualizar as proteínas alvo. 
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Cromatografia de alta resolução em fase líquida – As células T CD4+CD25- e CD4+CD25+ 
(25 x 103/poço) serão incubadas durante 45 min a 37ºC com ATP (30 - 100 µM) e adenosina (30 - 
100 µM) na presença e ausência de inibidores das enzimas CD39; CD73 e ADA. Durante o período 
de incubação serão colhidas amostras de 75 µl em vários períodos de tempo e armazenadas a −80°C 
até a avaliação cromatográfica. As concentrações de adenosina nos períodos de tempo 
compreendidos entre os 45 min serão avaliadas por HPLC e os tempos de retenção serão 
determinados por comparação com soluções padrão.    
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Equipamento 
Tipo de equipamento Marca Modelo Local 
Equipamento para cromatografia em fase líquida de alta 
resolução (HPLC, High Performance Liquid 
Chromatography) 
Merck LaChrom Elite LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Microscópio de scanning com laser confocal Olympus  FV1000 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Lupa binocular com braço móvel Olympus  SZ-STU1 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Iluminador de fibra óptica Universal 150H LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Balança analítica Kern 870 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Leitor automático de microplacas Biotek  Synery HT LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Microcentrífuga Sanyo  MSE LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Incubadora com CO2 Heraeus 
Instruments 
BB16Cu LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Microscópio de fase invertida Olympus CK2 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Centrifuga Heraeus Labofuge 300 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Leitor de pH HANNA 
Instruments 
 pH211 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Separador magnético de células Miltenyi Biotec 
GmbH 
 
MidiMACSTM 
separation unit 
LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Microscópio invertido com câmara CCD a cores Olympus CKX41+ CAM-SC30 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Autoclave Tuttnaeur 2540M LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Sistema de imagem para géis (chemiluminescência, 
fluorescência) 
Bio-Rad Chemidoc MP LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Sistema de electroforese e acessórios Bio-Rad Mini-P4 Sys/MT-Blot 
Module 
LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Agitador Advanced Digital Orbital Shaker 
3500 
LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Citómetro de fluxo e respectivo software BD Biosciences Citómetro 
FACSCalibur 
Software: Cell Quest e 
Paint-a-gate Pro 
LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Amplificador genético para PCR Applied 
Biosystems 
GeneAmp PCR System 
2700 
LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
Sistema para RT-PCR Corbett RG6000 LFNB, DIFF,  
ICBAS/UP 
* Menciona-se o equipamento disponível no DIFF do ICBAS/ UP independentemente de ser, ou não, usado no presente 
estudo. 
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Reagentes e outro  material consumível 
Finalidade do reagente Descrição Fabricante Referência Fornecedor 
Citometria de fluxo  
Anticorpos monoclonais conjugados 
com fluorocromos  
Anti human 
CD4 Alex 
Fluor 488 
eBioscience 53-0048 Labclinics 
Human 
regulatory T 
cell stainning 
kit 
eBioscience 88-8999 Labclinics 
Isolamento de células T e APC Isolamento de 
células T 
CD4+CD25+ 
Milteniy Biotec 130-091-301 Citomed 
Kit Pan T cell 
II 
Milteniy Biotec 130-091-156 Citomed 
Isolamento de células mononucleares 
de sangue periférico humano 
Ficoll-Paque 
Premium 
GE Healthcare 17-1440-02  
Imunofluorescência / Anticorpos 
primários 
Anti-CD73 Santa Cruz sc-14684 Santa Cruz 
Anti-CD39 Santa Cruz sc-65262 Santa Cruz 
 
Anti-ADA Santa Cruz sc-25747 Santa Cruz 
Anti-A2AR Alpha Diagnostics 799798A5.2  
Ensaios proliferativos CFSE Invitrogen C34554 Alphagene 
Análise de dados 
Para o tratamento estatístico dos dados será utilizado o software SPSS (Statistical Spackage 
for Social Sciences) Statistics, versão 18.0 ou superior.  
As variáveis qualitativas contínuas serão descritas usando medidas de distribuição central 
(média, mediana) e de dispersão (desvio padrão). Para as variáveis qualitativas, serão calculadas as 
frequências absolutas e relativas.  
Para a comparação entre variáveis serão usados os testes de Student e de Mann-Witney 
(comparação de duas variáveis) e o teste ANOVA (para comparação de mais de duas variáveis). 
Será considerado o nível de significância de 0,05 (α = 0.05).  
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
27 
Calendarização  
Duração 
Global: 22 meses.   
Planeamento: 11 meses. Execução: 5 meses. 
Datas de início e conclusão  
Global: Setembro de 2011 a Julho de 2013.  
Planeamento: Setembro de 2011 a Março de 2012.  
Execução: Outubro de 2012 a Fevereiro de 2013. 
Cronograma global das actividades desenvolvidas 
 ANO LECTIVO 2011/2012 ANO LECTIVO 2012/2013 
Mês 0
9 
1
10 
1
11 
1
12 
0
1 
0
2 
0
3 
0
4 
0
5 
0
6 
0
7 
0
9 
1
0 
1
1 
1
2 
0
1 
0
2 
0
3 
0
4 
0
5 
0
6 
0
7 
Escolha da 
área 
x
X 
                     
Integração na 
equipa 
x
X 
                     
Escolha do 
tema e do 
assunto 
x
X 
x
X 
                    
Identificação 
dos 
problemas 
  x
X 
x
X 
                  
Formulação 
das questões 
  x
X 
x
X 
                  
Formulação 
das hipóteses 
  x
X 
x
X 
                  
Definição 
dos 
objectivos 
  x
X 
x
X 
                  
Revisão 
bibliográfica  
  x
X 
x
X 
                  
Concepção 
do estudo 
  x
X 
x
X 
                  
Redacção da 
proposta 
    x
X 
x
X 
x
X 
               
Submissão 
da proposta 
       x
X 
              
Apresentaçã
o da proposta 
        x
X 
x
X 
            
Execução do 
projecto 
            c
X 
x
X 
x
X 
x
X 
x
X 
     
Análise dos 
resultados 
                 x
X 
x
X 
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Apresentaçã
o dos 
resultados 
                    x
X 
x
X 
Cronograma de execução do projecto 
FASE TAREFA  
ANO LECTIVO 2012/2013 
0
9 
1
0 
1
1 
1
2 
0
1 
0
2 
0
3 
0
4 
0
5 
0
6 
0
7 
1 1  X X X X X      
2  X X X X X      
2 3  X X X X X      
3 4  X X X X X      
 
4 
 
 
5       X X    
6         X X  
7          X X 
Metas a atingir no âmbito do projecto (milestones) 
30 de Abril de 2012: Concluir a elaboração da proposta do projecto. 
29 de Fevereiro de 2013: Concluir as colheitas de sangue para estudo. 
30 de Abril de 2013: Concluir a análise e interpretação dos resultados. 
31 de Junho de 2013: Concluir o relatório de execução do projecto. 
Entregas a efectuar no âmbito do projecto (deliverables) 
30 de Abril de 2012: Proposta de projecto. 
29 de Fevereiro de 2013: Ficheiro excel com os resultados laboratoriais. 
30 de Abril de 2013: Resultados analisados e interpretados. 
31 de Junho de 2013: Relatório de execução, a integrar na Dissertação de MIM. 
Indicadores de produção 
Comunicações orais e posters 
• Apresentação oral da proposta nas JIIC (Junho / Julho de 2012) 
• Apresentação oral dos resultados nas JIIC (Junho / Julho 2013) 
Outras possibilidades, a combinar futuramente com os Orientadores: 
• Apresentação oral da proposta em reunião de Serviço (Maio / Junho de 2012) 
• Apresentação oral dos resultados em reunião de Serviço (Maio / Junho de 2013) 
• Apresentação dos resultados em poster, em reunião científica (2013) 
Trabalhos escritos 
• Proposta de projecto de investigação (Maio de 2012) 
• Dissertação de MIM (Julho de 2013) 
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Outras possibilidades, a combinar futuramente com os Orientadores: 
• Artigo para publicação em revista científica com revisão por pares (2013)  
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Informação dos participantes e consentimento informado 
Informação dos participantes 
Os doentes com MG serão informados acerca do estudo pela Drª Ernestina Santos, no 
contexto de uma consulta de Neurologia de rotina no CHP. Será entregue aos participantes um 
folheto informativo, presente em anexo, que explica em que consiste o estudo, bem como os 
eventuais riscos e benefícios. 
Os controlos serão informados acerca do estudo pelo médico de serviço no Sector de 
Dadores de Sangue do Serviço de Hematologia Clínica do CHP, no contexto da dádiva de sangue. 
Consentimento informado 
O consentimento informado dos doentes com MG será obtido pela Drª Ernestina Santos, na 
sequência da informação sobre o estudo. O consentimento será obtido por escrito, sendo que para 
esse fim se utilizará o modelo de termo de consentimento presente em anexo.  
O consentimento informado dos controlos será obtido pelo médico de serviço no Sector de 
Dadores de Sangue do Serviço de Hematologia Clínica do CHP, na sequência da informação sobre 
o estudo. O consentimento será obtido por escrito, sendo que para esse fim se utilizará o modelo de 
termo de consentimento presente em anexo.  
Outras questões com implicações éticas 
Riscos e benefícios 
O estudo não comporta riscos para os participantes.  
Poderão existir benefícios indirectos, decorrentes de uma melhor compreensão da 
fisiopatologia da MG, com eventual impacto a longo prazo na abordagem terapêutica. 
Confidencialidade e anonimização 
A confidencialidade dos dados será garantida. 
Não será efectuada a anonimização das amostras de sangue colhidas, no entanto esta será 
realizada aquando do registo dos resultados, nomeadamente no acto da inserção dos dados em 
ficheiro electrónico, com vista à sua posterior análise. 
Outros aspectos 
Não serão realizadas deslocações dos doentes ao Hospital, especificamente no âmbito do 
estudo, pelo que não está previsto o pagamento de despesas. 
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PLANO FINANCEIRO 
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Orçamento 
Não serão efectuadas consultas, internamentos, exames complementares de diagnóstico no 
CHP, especificamente no âmbito do projecto.  
As análises a realizar são análises de investigação e não constam na tabela de preços do 
Sistema Nacional de Saúde, pelo que se procederá à compra dos reagentes necessários. 
 Custo estimado (€) 
Reagentes e material consumível de laboratório * ver tabela seguinte 7993,52 
Material administrativo (fotocópias, folhas, etc.) 50,00 
Impressão de poster para apresentação de resultados  50,00 
Inscrição, deslocação e estadia do aluno em congresso médico 500,00 
Organização das Jornadas de Iniciação à Investigação Clínica 50,00 
TOTAL 8643,52 
 
Reagentes e material consumível 
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) 
N
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ni
da
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Pr
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(€
)  
se
m
 
IV
A
 
Su
bt
ot
al
 (€
) 
Citometria de 
fluxo 
Anticorpos 
monoclonais 
conjugados com 
fluorocromos 
Anti-human 
CD4 Alexa 
Fluor 488 
eBioscience 53-0048 Labclinics 50,00 1 38,50 793,10 
Human 
Regulatory 
T cell 
staining kit 
eBioscience 88-8999 Labclinics 980,00 1 754,60 
Isolamento de 
células T e APC 
 
Isolamento 
de células T 
CD4+CD25+ 
Milteniy Biotec 130-091-301 Citomed 850,00 2 654,50 1971,20 
Kit Pan T 
cell II 
Milteniy Biotec 130-091-156 Citomed 430,00 2 331.10 
Isolamento de 
células 
mononucleares 
de sangue 
periférico 
humano 
Ficoll-Paque 
Premium 
GE Healthcare 17-1440-02  250,00 1 1192,50 192,50 
Im
un
of
lu
o
re
sc
ê
nc
ia
 
A
nt
ic
or
po
s 
pr
im
ár
io
s Anti-CD73 Santa Cruz sc-14684 Santa 
Cruz 
550,00 2 423,50 847,00 
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Anti-CD39 Santa Cruz sc-65262 Santa 
Cruz 
 
400,00 2 308,00 616,00 
Anti-ADA Santa Cruz sc-25747 Santa 
Cruz 
600,00 2 462,00 924,00 
Anti-A2AR Alpha 
Diagnostics 
799798A5.2  600,00 2 462,00 924,00 
Ensaios 
proliferativos 
CFSE Invitrogen C34554 Alphagene 300,00 1 231,00 231,00 
TOTAL sem IVA 6498,80 
TOTAL com IVA (23%) 7993,52 
Financiamento  
O estudo será financiado pelo ICBAS/UP, sendo este financiamento parcialmente feito 
através de uma bolsa atribuída à DIIC (2300,00 euros).  
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
38 
GLOSSÁRIO 
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Abreviaturas, siglas e acrónimos 
ADA, Adenosina Desaminase.   
AMP, Monofosfato de Adenosina. 
AMPc, AMP cíclico.  
APC, Célula Apresentadora de Antigénio. 
ATP, Trifosfato de Adenosina 
CFSE, 5,6-Carboxy-Fluorescein diacetate Succinimidyl Ester 
CHP, Centro Hospitalar do Porto 
CMSP, Células Mononucleares de Sangue Periférico  
CTLA-4, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4. 
DDSNOS, Departamento de Doenças do Sistema Nervoso e Orgãos dos Sentidos. 
DIFF, Departamento de Imuno-Fisiologia e Farmacologia. 
DIIC, Disciplina de Iniciação à Investigação Clínica. 
DM, Departamento de Medicina. 
FOXP3, Forkhead box P3. 
GITR, Glucocorticoid-Induced Tumour Necrosis Factor Receptor. 
HSA, Hospital de Santo António. 
ICBAS, Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar. 
IFN-γ, Interferão Gama. 
IL2, Interleucina 2.  
IL4, Interleucina 4.  
JIIC, Jornadas de Iniciação à Investigação Clínica. 
LFNB, Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia. 
MG, Miastenia Gravis. 
MIM, Mestrado Integrado em Medicina.  
nAChR, Receptor Nicotínico da Acetilcolina.  
nTreg, Células T Reguladoras Naturais. 
PD1, Programmed Death 1. 
SHC, Serviço de Hematologia Clínica. 
SN, Serviço de Neurologia. 
TCR, Receptor de Células T. 
Tefect, Células CD4+ T Efectoras.  
Th, células T indutoras (helper) 
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Treg, Células T Reguladoras.  
UP, Universidade do Porto. 
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ANEXOS 
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LISTA DE ANEXOS 
 
§ Folha de rosto de estudo de investigação 
 
§ Pedidos de autorização (Presidente do Conselho de Administração do CHP, Presidente da 
Comissão de Ética para a Saúde do CHP, Directora do Departamento de Ensino, Formação e 
Investigação do CHP). 
§ Termos de responsabilidade (Aluno, Orientador, Regente da DIIC) 
§ Autorizações locais (Departamento de Doenças do Sistema Nervoso e Orgãos dos Sentidos; 
Departamento de Medicina; Serviço de Neurologia; Serviço de Hematologia Clínica) 
 
§ Termos de consentimento informado (doentes e dadores de sangue) 
§ Folhetos informativo para os participantes 
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Lista de documentos para trabalhos académicos de investigação (que conferem grau) 
 
Data de entrega 
(ou NA, não 
aplicável) 
Secretariado 
(Assinatura) 
 
Documentos comprovativos 
 
Inscrição em Licenciatura, Mestrado ou Doutoramento NA  
 
Cartas do Aluno, a solicitar autorização institucional 
Presidente do Conselho de Administração X  
Presidente da CES X  
Director do DEFI X  
Termos de responsabilidade de Alunos e Orientadores 
Aluno X  
Orientador do Projecto X  
Supervisor do Projecto, Docente responsável pela DIIC X  
Termos de autorização local (no CHP) 
Responsáveis por Unidades / Gabinetes / Sectores* NA  
Directores de Serviço X  
Directores / Conselhos de Gestão de Departamentos X  
 
Proposta 
 
Folha de Rosto do Estudo de Investigação (modelo próprio) X  
Proposta de Trabalho Académico de Investigação X  
 
Anexos 
 
Curriculum Vitae do Aluno  NA  
Termo de Consentimento Informado  x (dois)  
Folheto com informação para dar aos Participantes X  
Carta a solicitar dispensa de Consentimento Informado NA  
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Inquéritos / questionários ou guiões de entrevistas NA  
Formulário para recolha de dados dos processos clínicos NA  
Outros documentos NA  
 
SECRETARIADO: Data de conclusão da entrega de documentação 
 
       
Data       Assinatura 
___/___/_____  _________________________ 
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Folha de rosto do estudo de investigação 
 
TÍTULO: Disfunção imunológica na Miastenia Gravis: Papel da via CD39/CD73/A2AR  
 
CLASSIFICAÇÃO 
Trabalho Académico de Investigação X (Mestrado Integrado em Medicina - MIM) 
Projecto de Investigação  X  
 
VERSÃO 
Novo  X   Modificação / Adenda □  Prolongamento  □  
 
CALENDARIZAÇÃO 
Data início: 12/2012 Data conclusão: 07/2013 Prazo a cumprir: Junho 2012 
(Execução: 10/2012 a 02/2013) 
 
ALUNOS E ORIENTADORES 
Aluno  
Marisa Rosalina Gonçalves da Cunha: Aluna do 5º ano do Curso de MIM do ICBAS/UP, 
Disciplina de Iniciação à Investigação Clínica (DIIC). E-mail: marisacnh@hotmail.com; 
Telemóvel: 939596674. 
Orientadores do projecto  
Prof. Doutor Paulo Jorge da Silva Correia de Sá (Médico, Professor Catedrático do 
ICBAS/UP, Director do LFNB e do DIFF do ICBAS/UP E-mail: farmacol@icbas.up.pt 
(Orientador). 
Prof. Doutora Laura Joana Fevereiro Oliveira (Bioquímica do DIFF do ICBAS/UP; 
Professora Auxiliar do ICBAS/UP (Co-orientadora). 
Dra. Maria Ernestina Azevedo Moreira Santos (Médica, Neurologista, Assistente Hospitalar 
Graduada do SN do DDNOS do HSA/CHP (Co-orientadora). 
Supervisor do projecto / Responsável pela DIIC  
Prof. Doutora Margarida Maria de Carvalho Lima (Médica, Imunohemoterapeuta, 
Assistente Hospitalar Graduada do SHC do HSA/CHP; Professora Auxiliar Convidada do 
ICBAS/UP; Regente da DIIC). 
 
PROMOTOR O próprio x 
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INSTITUIÇÕES E SERVIÇOS 
Departamentos e Serviço do CHP  
• Departamento de Doenças do Sistema Nervoso e Orgãos dos Sentidos (DDSNOS). 
o Serviço de Neurologia (SN). 
• Departamento de Medicina (DM). 
o Serviço de Hematologia Clínica (SHC). 
Outras Instituições intervenientes  
• Instituto de Ciências Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS/UP) 
o Departamento de Imuno-Fisiologia e Farmacologia (DIIF) 
§ Laboratório de Farmacologia e Neurobiologia (LFNB) 
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CARACTERÍSTICAS do estudo 
Alvo do estudo  Países / Instituições envolvidos 
Humanos X   Nacional  X  
Institucional X  
Natureza do estudo  Características do estudo (desenho) 
Clínico X  Analítico X   Transversal X   
Laboratorial X  Observacional  X      
Participantes  
Existência de grupo de controlo:   Sim X  
Selecção dos Participantes:    Não aleatória X  
Estudos observacionais:   
Tipo:       Casos-controlos  X 
Outros aspectos relevantes para a apreciação do estudo: 
Participação de grupos vulneráveis  Não X   
Convocação de doentes / participantes  Não X   
Consentimento informado   Sim X    
Inquéritos / questionários    Não X  
Entrevistas      Não X 
Colheita de produtos biológicos  Sim X (CHP) (Não anonimizados) 
Armazenamento de produtos biológicos Não X 
Criação de bancos de produtos biológicos  Não X 
Realização de exames / análises  Sim X (ICBAS) 
Realização de estudos genéticos  Não X 
Recolha de dados    Sim X (dados clínicos) 
Criação de bases de dados   Não X (ficheiro Excel anonimizado) 
Saída para outras instituições   Sim X (ICBAS; amostras de sangue) 
 
ORÇAMENTO E FINANCIAMENTO 
Orçamento total: 8643,52 Euros Contrato financeiro em anexo: Não X  
Financiamento: Interno (CHP) 0,00 Euros  Externo (Outros) 8643,52 Euros 
Entidades financiadoras: ICBAS/UP; Bolsa do ICBAS para os alunos da DIIC. 
INDICADORES  
Relatório final /Dissertação de MIM 
Data:     Assinatura do proponente (Aluno):   
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Pedidos de autorização institucional 
 
Trabalho académico de investigação: 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis: Papel da via CD39/CD73/A2AR  
 
Aluno da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP:  
Marisa Rosalina Gonçalves da Cunha 
 
Presidente do Conselho de Administração do CHP 
Exmo. Senhor Presidente do Conselho de Administração do CHP 
Marisa Cunha, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa. autorização 
para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, de acordo 
com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
 
Data        Assinatura 
 
___/___/_____   _________________________ 
 
Presidente da Comissão de Ética para a Saúde do CHP 
Exma. Senhora Presidente da Comissão de Ética para a Saúde do CHP 
Marisa Cunha, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa. autorização 
para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, de acordo 
com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
 
Data        Assinatura 
 
___/___/_____   _________________________ 
 
 
 
 
 
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
5 
Directora do Departamento de Ensino, Formação e Investigação do CHP 
Exma. Senhora Directora do Departamento de Ensino, Formação e Investigação do CHP 
Marisa Cunha, na qualidade de Aluna, vem por este meio, solicitar a Vossa Exa. autorização 
para realizar no Centro Hospitalar do Porto o Estudo de Investigação acima mencionado, de acordo 
com o programa de trabalhos e os meios apresentados. 
  
Data        Assinatura 
 
___/___/_____   _________________________ 
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Termos de responsabilidade 
Trabalho académico de investigação: 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis : Papel da via CD39/CD73/A2AR  
 
Aluno da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP:  
Marisa Rosalina Gonçalves da Cunha 
 
Aluno 
Na qualidade de Aluna, comprometo-me a executar o Trabalho Académico de Investigação 
acima mencionado, de acordo com o programa de trabalhos e os meios apresentados, respeitando os 
princípios éticos e deontológicos e as normas internas da instituição. 
 
Aluno    Data    Assinatura 
 
Marisa Cunha   ___/___/___  _________________ 
 
Orientador do projecto 
Na qualidade de Orientador, solicito autorização do Conselho de Administração para que o 
Aluno acima referido possa desenvolver no CHP o seu Trabalho de Investigação. Informo que me 
comprometo a prestar a orientação necessária para uma boa execução do mesmo e a acompanhar o 
Aluno nas diferentes fases da sua realização, de acordo com o programa de trabalhos e meios 
apresentados, bem como por zelar pelo respeito dos princípios éticos e deontológicos e pelo 
cumprimento das normas internas da instituição. 
 
Nome    Data    Assinatura 
 
Paulo Correia de Sá  ___/___/___  ________________ 
Instituição  Departamento     Laboratório 
ICBAS  Imuno-Fisiologia e Farmacologia Farmacologia e Neurobiologia 
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Supervisor do projecto / Responsável pela DIIC 
Na qualidade de Docente Responsável pela DIIC / Supervisor do Aluno no CHP, comprometo-
me a prestar a orientação necessária para uma boa execução do Trabalho de Investigação, de acordo 
com o programa de trabalhos e meios apresentados. Mais declaro que acompanharei o Aluno, 
responsabilizando-me por supervisionar a execução do trabalho no CHP, bem como por zelar pelo 
respeito dos princípios éticos e deontológicos e pelo cumprimento das normas internas da instituição. 
 
Nome    Data   Assinatura 
 
Margarida Lima  ___/___/___  ________________ 
Departamento: DEFI 
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Termos de autorização local 
Trabalho académico de investigação: 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis: Papel da via CD39/CD73/A2AR  
 
Aluno da DIIC do curso de MIM do ICBAS/UP e do CHP:  
Marisa Rosalina Gonçalves da Cunha 
Directores de Serviço 
Na qualidade de Director de Serviço, declaro que autorizo a execução do 
Estudo de Investigação acima mencionado e comprometo-me a prestar as condições 
necessárias para a boa execução do mesmo, de acordo com o programa de trabalhos e 
os meios apresentados. 
 
Serviço   Nome do Director Data   Assinatura 
 
Neurologia   Carlos Correia ___/___/___ ________________ 
 
Hematologia Clínica  Jorge Coutinho ___/___/___ ________________ 
Directores / Conselhos de Gestão de Departamento 
Na qualidade de Director do Departamento, declaro que autorizo a execução 
do Estudo de Investigação acima mencionado e comprometo-me a prestar as 
condições necessárias para a boa execução do mesmo, de acordo com o programa de 
trabalhos e os meios apresentados. 
 
Departamento  Nome do Director Data   Assinatura 
 
DDNOS  José Barros  ___/___/___ _______________ 
 
Medicina  José Lopes Gomes ___/___/___ _______________ 
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Termo de consentimento informado para os doentes 
 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis : Papel da via CD39/CD73/A2AR  
 
Eu, abaixo assinado_______________________________________________ 
Fui informado de que o Estudo de Investigação acima mencionado se destina a 
estudar as alterações a nível do sistema imunitário e do músculo que ocorrem na 
Miastenia Gravis.  
Este estudo está a ser desenvolvido no âmbito da Disciplina de Iniciação à 
Investigação (DIIC) do Mestrado Integrado em Medicina do Instituto de Ciências 
Biomédicas Abel Salazar e tem como investigadora principal a aluna Marisa Rosalina 
Gonçalves da Cunha e como responsável pela DIIC a Drª Margarida Maria de 
Carvalho Lima. 
Sei que neste estudo está prevista a colheita de uma amostra de sangue (15-20 
mL) para a realização de análises tendo-me sido explicado em que consistem. 
Foi-me garantido que todos os dados relativos à identificação dos Participantes 
neste estudo são confidenciais e que será mantido o anonimato.  
Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer momento a 
participação no estudo, sem nenhum tipo de penalização por este facto. 
Compreendi a informação que me foi dada, tive oportunidade de fazer 
perguntas e as minhas dúvidas foram esclarecidas. 
Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado. 
Concordo que seja efectuada a colheita de amostras de sangue para realizar as 
análises que fazem parte deste estudo, pelas quais nada terei a pagar. Também não 
terei de me deslocar por este motivo. 
Também autorizo a divulgação dos resultados obtidos no meio científico, 
garantindo o anonimato. 
Data      Assinatura 
___/___/_____   _____________________ 
Nome do Médico Responsável ______________________________________ 
Data      Assinatura 
___/___/_____   _____________________ 
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
10 
Termo de consentimento informado para os dadores de sangue 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis: Papel da via 
CD39/CD73/A2AR  
 
Eu, abaixo assinado ______________________________________________ 
Fui informado de que o Estudo de Investigação acima mencionado se destina a 
estudar as alterações que ocorrem na Miastenia Gravis e que o meu sangue será 
utlizado como sangue normal para controlo, representando a ausência de doença. 
Este estudo está a ser desenvolvido no âmbito da Disciplina de Iniciação à 
Investigação (DIIC) do Mestrado Integrado em Medicina do Instituto de Ciências 
Biomédicas Abel Salazar e tem como investigadora principal a aluna Marisa Rosalina 
Gonçalves da Cunha e como responsável pela DIIC a Drª Margarida Maria de 
Carvalho Lima. 
Sei que neste estudo está prevista a colheita de uma amostra de sangue (15-20 
mL) para a realização de análises tendo-me sido explicado em que consistem. 
Foi-me garantido que todos os dados relativos à identificação dos Participantes 
neste estudo são confidenciais e que será mantido o anonimato.  
Sei que posso recusar-me a participar ou interromper a qualquer momento a 
participação no estudo, sem nenhum tipo de penalização por este facto. 
Compreendi a informação que me foi dada, tive oportunidade de fazer 
perguntas e as minhas dúvidas foram esclarecidas. 
Aceito participar de livre vontade no estudo acima mencionado. 
Concordo que sejam efectuada a colheita de amostras de sangue para realizar 
as análises que fazem parte deste estudo, pelas quais nada terei a pagar. Também não 
terei de me deslocar por este motivo. 
Também autorizo a divulgação dos resultados obtidos no meio científico, 
garantindo o anonimato. 
Data      Assinatura 
___/___/_____   _____________________ 
 
Nome do Médico Responsável ______________________________________ 
Data      Assinatura 
___/___/_____   _____________________ 
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Folheto informativo para os participantes 
Disfunção imunológica na Miastenia Gravis: Papel da via 
CD39/CD73/A2AR  
 
A Miastenia Gravis é uma doença crónica que causa fraqueza e fadiga rápida 
dos músculos voluntários. A fraqueza é causada por um defeito na transmissão dos 
impulsos dos nervos para os músculos. 
A transmissão dos impulsos dos nervos para os músculos é normalmente 
feita por uma substância, a Acetilcolina, provocando uma contracção do músculo. 
Na Miastenia Gravis o número de receptores da encontram-se reduzidos  
devido à acção de anticorpos, produzidos pelo sistema imunitário do próprio 
indivíduo.  
O sistema imunitário está normalmente envolvido na luta contra as infecções. 
Na Miastenia Gravis o sistema imunitário do indivíduo começa a produzir anticorpos 
que atacam os seus próprios tecidos.  
Na maioria dos doentes com Miastenia Gravis há a circular no sangue 
anticorpos contra os receptores da Acetilcolina e esta investigação pretende analisar 
as alterações que ocorrem na doença a nível do sistema imunitário e do músculo para 
encontrar resposta para perguntas que ainda não estão bem esclarecidas, em busca de 
um novo tratamento para a doença.  
Este estudo está a ser desenvolvido no âmbito da Disciplina de Iniciação à 
Investigação (DIIC) do Mestrado Integrado em Medicina do Instituto de Ciências 
Biomédicas Abel Salazar e tem como investigadora principal a aluna Marisa Rosalina 
Gonçalves da Cunha e como responsável pela DIIC a Drª Margarida Maria de 
Carvalho Lima. 
Ao participar neste estudo será recolhida uma amostra do seu sangue (15-20 
mL), na próxima vez que fizer análises sanguíneas, não implicando assim riscos para 
a sua saúde. Esta amostra de sangue será usada para fazer as análises que fazem parte 
deste estudo, pelas quais nada terá de pagar. Não terá de se deslocar por este motivo. 
 
Obrigado/a pela colaboração
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II. Relatório de execução 
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Nota Justificativa da alteração do plano de trabalhos   
 A execução deste projecto de investigação foi iniciada em Setembro de 2012, 
com esforços de criação das condições necessárias para realização das experiências 
laboratoriais, nomeadamente aquisição de reagentes e materiais e implementação  das 
técnicas de separação de células mononucleares de sangue periférico humanas 
(CMNPs) e isolamento de células T nas linhagens T CD4+CD25- e  T CD4+CD25+ 
humanas, com recurso a amostras de sangue periférico de 4 indivíduos saudáveis, 
dadores benévolos de sangue, que aceitaram participar, e aos quais, após assinatura de 
termo de consentimento informado, foi efectuada a colheita de sangue periférico (15 a 
20 mL). Neste mesmo período, foram desenvolvidos esforços no sentido de optimizar 
as condições experimentais para a realização dos ensaios proliferativos das células 
TCD4+ CD25- na presença e na ausência de células TCD4+ CD25-. 
As experiências laboratoriais, propriamente ditas, realizadas com doentes e 
controlos decorreram de Janeiro a Março de 2013. Procedeu-se à selecção dos 
participantes que, obedecendo aos critérios de inclusão e exclusão, reuniam condições 
para serem convidados a participar no projecto, definindo-se uma amostra de 8 
doentes. Deparamo-nos assim, com um erro de estimativa da amostra, que se 
pretendia ser de 30 doentes. No decurso das experiências, à medida que os resultados 
obtidos ficavam aquém dos esperados e sendo este um projecto de investigação 
inovador, com procedimentos complexos, entendeu-se oportuno não realizar novas 
colheitas de amostras de sangue periférico a doentes antes da revisão e optimização de 
todo o protocolo experimental, sendo o tamanho final da amostra de 6 doentes. 
No decurso da execução experimental observou-se que o rendimento do 
isolamento das CMNPs dos indivíduos miasténicos nos vários subtipos de populações 
linfocitárias, em particular para o subtipo TCD4+CD25+ (média de isolamento de 
2,25x105±1,19x105 (n=6) células das amostras de sangue periférico dos indivíduos 
com MG, 3,59x105±1,81x105 (n=6) células das amostras de sangue periférico dos 
controlos saudáveis) não satisfazia o número de células necessárias para a realização 
dos ensaios funcionais que contemplavam avaliar o catabolismo extracelular dos 
nucleótidos e nucleosídeos de adenina nestas células por HPLC (6,75x105). Após a 
conciliação dos  factores limitantes para a execução do plano de trabalhos previsto 
anteriormente, tais como redução da amostra de doentes e número insuficiente de 
células TCD4+CD25+ isoladas, com o objectivo proposto “Avaliação do papel da via 
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CD39/CD73/ADA/A2AR’’ na disfunção imunológica operante em indivíduos 
miasténicos” optou-se por desenvolver as seguintes as tarefas: 
(1) Estudo do papel dos receptores da adenosina A2A na actividade 
proliferativa nas células T CD4+CD25- em indivíduos controlo e com MG. 
(2) Estudo do papel da enzima CD73 na actividade imunossupressora das 
células T CD4+CD25+ em indivíduos controlo e com MG.  
Para tal, realizaram-se estudos proliferativos das células T CD4+CD25- na 
presença e na ausência de células T CD4+CD25+  por citometria de fluxo.  
Dependendo do rendimento de células obtidas para os indivíduos miasténicos foram 
realizados ambos os estudos ou apenas um deles.  
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METODOLOGIA 
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Caracterização da população estudada 
Neste estudo foram incluídos 6 doentes portadores de MG (5 do sexo feminino 
e 1 do sexo masculino, com idade média de 50,67± 21,88) e 9 indivíduos saudáveis, 
dadores benévolos de sangue, com características demográficas semelhantes (6 do 
sexo masculino e 3 do sexo feminino, com idade média de 53,44 ±9,05).  
Todos os doentes frequentaram a Consulta de Neurologia do HSA/CHP entre 
Janeiro e Março de 2012, sendo seropositivos para anticorpos anti-receptor da 
acetilcolina, sujeitos exclusivamente a um regime terapêutico anticolinérgico, não 
tendo realizado terapêutica imunossupressora no último ano e não tendo sido  
timectomizados (Tabela 1). 
 
 
Doente 
nº Sexo Idade 
Idade ao 
diagnóstico 
Anti-
AchR 
Classificação 
de Oserman 
Tratamento 
com 
anticolinérgico 
1 Feminino 40 30 Positivo IVB Sim 
2 Masculino 43 36 Positivo I Sim 
3 Feminino 80 76 Positivo IIA Sim 
4 Feminino 76 74 Positivo V Sim 
5 Feminino 38 32 Positivo IIB Sim 
6 Feminino 27 19 Positivo IIA Sim 
 
Colheita das amostras 
Todos os participantes foram informados dos objectivos do estudo e assinaram 
um consentimento informado, submetido e aprovado pela comissão de ética para a 
saúde do CHP (consultar anexos). Aos indivíduos, controlo e miasténicos, que 
aceitaram participar no estudo, foi efectuada a colheita de amostras de sangue 
periférico (15-20 mL) por punção intravenosa a vácuo para tubos Vacuette 
heparinizados (Greiner Bio-One). A colheita das amostras dos doentes com MG foi 
feita durante consulta de rotina para acompanhamento da terapêutica. Todo o material 
Tabela	  1	  -­‐	  	  Características	  clínicas	  dos	  indivíduos	  com	  MG	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utilizado era descartável e o procedimento de colheita de sangue seguiu as normas de 
biossegurança. 
Separação de células mononucleares de sangue periférico 
(CMSP)  
 A separação das CMSP foi efectuada por gradiente de densidade com 
Histopaque-1077 (Sigma), de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. 
Este procedimento foi efectuado até um período máximo de 4 h após recolha do 
sangue de modo a evitar hemólise dos eritrócitos e alteração dos leucócitos. Para a 
separação das CMSP foi utilizado sangue total heparinizado (1:2 v/v) diluído em 
solução salina tamponada fosfato, PBS (0,015 M) a pH 7,4 (Sigma). O procedimento 
consistiu em pipetar cuidadosamente o sangue total heparinizado sobre Histapaque-
1077 evitando a mistura de ambos. Como o Histapaque-1077 tem uma densidade mais 
elevada, forma-se uma interface distinta. Após a centrifugação da suspensão 
visualizou-se uma banda de células entre as camadas de Histapaque-1077 e de 
plasma. A suspensão celular foi cuidadosamente removida com auxílio de uma pipeta 
de Pasteur e os resíduos de plasma e histapaque-1077 removidos através de sucessivas 
lavagens com PBS e centrifugações. O sedimento contendo as CMSP totais foi 
ressuspenso em solução tampão para isolamento celular: 0,5% BSA, 2 mM EDTA em 
PBS 0,015 M (Sigma). As células foram direccionadas para caracterização da 
população linfocitária por citometria de fluxo e separação nas linhagens celulares T 
CD4+CD25- e T CD4+CD25+.  
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Isolamento das células T CD4+CD25-, T CD4+CD25+  
Os vários subtipos de células T foram isolados pelo método sequencial de 
separação celular imunomagnética (Kit de separação de células T reguladoras 
humanas, Miltenyi Biotec). Abreviadamente, as células T CD4+ foram isoladas a 
partir da suspensão de CMSP por depleção negativa, utilizando um cocktail de 
anticorpos monoclonais conjugados com biotina - antiCD8, anti-CD14, anti-CD15, 
anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56, anti-CD123, anti-TCRγ/δ, e anti-
CD235a - seguido da incubação com o anticorpo monoclonal anti-biotina conjugado 
com microesferas magnéticas. As células marcadas foram subsequentemente 
eliminadas por separação ao longo de uma coluna MACS sujeita a um campo 
magnético desenvolvido pelo separador MidiMACS (Miltenyi Biotec), sendo a 
fracção eluída a população enriquecida em células T CD4+. 
Na segunda fase, as células T CD4+ CD25+ foram directamente marcadas com 
microesferas magnéticas conjugadas com um anticorpo monoclonal anti-CD25 e 
isoladas por selecção positiva a partir da amostra de células T CD4+ previamente 
obtida. Esta suspensão celular foi transferida para uma coluna MACS de selecção 
positiva, colocada no campo magnético exercido pelo separador MidiMACS 
(Miltenyi Biotec). As células T CD4+CD25- foram obtidas a partir da fracção não 
retida na coluna, sendo que, depois de retirada a coluna do campo magnético, as 
células T CD4+ CD25+ retidas foram eluídas por pressão. Desta forma obtivemos duas 
fracções celulares, a fracção de células T CD4+CD25+ e a fracção células T 
CD4+CD25-. Estas fracções celulares foram direccionadas para caracterização 
imunofenotípica da população linfocitária por citometria de fluxo e para os ensaios 
funcionais. 
Análise por citometria de fluxo  
O citómetro de fluxo (Beckman coulter Epics XL) utilizado neste trabalho é 
equipado com lâmpada de argon que permite a avaliação básica de 6 parâmetros: 
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), fluorescência do tipo 1 (FL1), fluorescência 
do tipo 2 (FL2), fluorescência do tipo 3 (FL3) e fluorescência do tipo 4 (FL4). FL1, 
FL2, FL3 e FL4 correspondem respectivamente a sinais fluorescentes emitidos pela 
excitação de FITC, PE, PerCP-Cy5e PE-Cy7. A identificação de populações celulares 
de interesse, bem como a determinação do valor percentual destas populações e sub-
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populações, foram realizadas através de um sistema computorizado e do software Cell 
Quest (BD Bioscience). A delimitação dos linfócitos foi feita com base nos 
parâmetros tamanho e granulosidade. Analisou-se um total de 104 linfócitos por 
amostra. 
Imunofenotipagem das subpopulações linfocitárias 
Após o isolamento das CMSP, as células T CD4+CD25- e T CD4+CD25+ 
presentes na suspensão celular foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-
humano PerCP-CD4, PE-CD25 na diluição de 1:100 em tampão FACS (PBS, 1% 
BSA, 10 mM azida de sódio) durante 30 min a 4ºC. De seguida, as células foram 
fixadas e permeabilizadas com o kit de fixação/Permeabilização (eBioscience) e 
marcadas com o anticorpo monoclonal anti-humano Alexa 488-FoxP3(eBioscience) 
na diluição de 1:100. A análise de células T CD4+CD25high foi feita segundo o 
protocolo proposto por Baecher-Allan e colaboradores (2001). Inicialmente foi 
selecionada a população de linfócitos totais, denominada R1, baseada em gráficos de 
distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (Fig. 1A). Em seguida, 
gráficos de FL2 (CD25) versus FL3 (CD4) foram construídos para identificar a 
segregação da população CD4+ em 3 subpopulações: CD4+CD25high (R3), 
CD4+CD25low (R4) e CD4+CD25- (R5) (Fig.  1B). 
Seguidamente, os histogramas contendo as células confinadas em R3 foram 
utilizados para quantificar  as frequências do marcador Foxp3 na população 
CD4+CD25high (R3), usando como referência o respectivo controlo isotípico. 
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Ensaio de viabilidade celular (MTT) 
Este método avalia a actividade metabólica das células quantificando a 
redução metabólica do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio) por desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH. O produto 
final da reacção é a formação de cristais de formazano (roxos) no interior das células. 
Estes podem ser observados ao microscópio ou extraídos e dissolvidos com solventes 
orgânicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificação através de 
espectrofotometria. Assim sendo, nas últimas 4 horas de cada ensaio adicionou-se 
MTT (0,5 mg/L) às suspensões celulares. Posteriormente, o meio foi decantado e os 
cristais dissolvidos em DMSO. A absorvância da solução resultante foi lida a 670 nm, 
num leitor de microplacas.  
 
Marcação com CFSE 
Para avaliar a proliferação das células T CD4+CD25-, as células foram 
marcadas antes de serem cultivadas com CarboxyFluorescein diacetate Succinimidyl 
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Figura	   1	   -­‐	   Análise	   de	   linfócitos	   T	   CD4+CD25high	   do	   sangue	   periférico	   humano	   por	  
citometria	   de	   fluxo.	   (A)	   Representa	   o	   perfil	   celular	   btido	   num	   contexto	   ex-­‐vivo,	  
característico	   de	   gráficos	   de	   tamanho	   versus	   granulosidade.	   (B)	   Representa	   um	   perfil	  
celular	  obtido	  num	  gráfico	  de	  FL	  2	  (anti-­‐CD25	  –	  PE)	  versus	  FL	  3	  (CD4	  –	  PerCP);	  abordagem	  
utilizada	  para	  delimitar	  a	  população	  celular	  de	   interesse	  CD4+CD25high	   (R3),	  CD4+CD25low	  
(R4)	  e	  CD4+CD25-­‐	  (R5).	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Ester (CFSE) (Invitrogen, CellTraceTM CFSE Cell Proliferation Kit), de acordo com 
as instruções do fabricante. Abreviadamente, após o isolamento, as células T 
CD4+CD25- foram incubadas a 37ºC com CFSE (5 µM) durante 10 minutos em PBS 
0,1% de BSA. De seguida, as células T CD4+ CD25- foram lavadas com 3 volumes de 
meio RPMI completo frio: RPMI-1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro 
bovino fetal (Sigma), Penicilina (100IU/mL), estreptomicina (50 µg/mL) (SIGMA) e 
2-mercaptoetanol (0,05 M) (SIGMA), durante 5 min no gelo de modo a estabilizar a 
marcação pelo CFSE. Após três lavagens com meio RPMI completo frio, as células 
foram direccionadas para os ensaios funcionais de supressão e/ou proliferação.  
A carboxiflurosceína diacetate succimidyl ester (CFSE) é um reagente incolor 
não fluorescente, que possui grupos acetato que ao serem clivados intracelularmente 
formam grupos éster altamente fluorescentes. O grupo succimidyl ester reage com as 
aminas intracelulares, formando conjugados fluorescentes que são bem conservados. 
O excesso de reagentes não conjugados e dos seus subprodutos difundem de forma 
passiva para o meio extracelular, onde podem ser lavados. A fluorescência que se 
forma nas células marcadas é mantida durante o desenvolvimento celular e mitose, 
podendo ser usado para detecção. A marcação é conservada pelas células-filhas após 
uma divisão celular, não sendo transferida para células adjacentes de outra população.  
O programa utilizado para analisar a intensidade de fluorescência foi o 
CellQuest (BD Bioscience), que permitiu identificar os índices utilizados para 
avaliação da proliferação espontânea das células marcadas com CFSE. Neste estudo o 
índice utilizado foi a percentagem de células que sofreram pelo menos uma divisão 
(ver Fig.2).  
 
Contagem do número de células nas subpopulações 
linfocitárias 
A contagem absoluta de subpopulações celulares por citometria de fluxo pode 
ser realizada utilizando uma técnica de plataforma dupla em que se combina a 
informação obtida através do citómetro de fluxo e um contador de neubauer ou uma 
técnica de plataforma única em que se utiliza somente o citómetro de fluxo. 
Neste estudo o método de contagem utilizado constou na técnica de plataforma 
única. Esta técnica baseia-se no uso de microesferas de 10 µm de diâmetro numa 
concentração conhecida. Este o método oferece elevada precisão no cálculo do 
A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis	  
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
11 
número absoluto de células contido numa amostra. Para tal, usamos o reagente 
“Micro particle size standard based on polystyrene monodisperse” (Fluka). Assim 
sendo, foi preparada uma solução de microesferas contendo 1200 microesferas/µL. 
Para a contagem do número de células da suspensão celular retirou-se um volume de 
10 µl e adicionou-se o mesmo volume da solução de microesferas  a um volume de 
200 µL de solução tampão. Na leitura das amostras no citómetro definiu-se o número 
de eventos a ler na região delimitada definida para as microesferas no gráfico de 
distribuição pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade. O valor definido 
corresponde ao número de microesferas por µL (1200 eventos). Assim sendo, o 
citómetro suspendeu a aquisição após a leitura de 1200 eventos na porta definida para 
as microesferas sendo o número de células absoluto por µL da suspensão celular 
determinado pelo número de eventos registado na região delimitada  correspondente 
aos linfócitos mostrado no gráfico de distribuição pontual de tamanho (FSC) versus 
granulosidade.   
 
Ensaios de supressão  
Para avaliar a actividade supressora das células T CD4+CD25+ procedeu-se à 
avaliação da proliferação das células T CD4+CD25- na presença de densidades 
variáveis de células T CD4+CD25+. Após a marcação das células T CD4+CD25- com 
CFSE estas foram co-cultivadas em meio RPMI completo com as células T 
CD4+CD25+ aplicadas nas razões T CD25+:T CD25- de 1:0, 1:1, 1:2, 1:5, e 1:10 em 
placas de 96 poços de fundo redondo. Nas situações-teste foi adicionado 200 µM de 
AOPCP (adenosina 5-(α,β-metileno) difosfato), um inibidor da enzima CD73/ecto-5’-
nucleotidase. Para induzir a proliferação, as células foram estimuladas com 1 µg/mL 
anti-CD3 (imobilizado nos poços da placa) e 1 µg/mL anti-CD28 (na forma solúvel). 
Após 4-5 dias de cultura a 37ºC numa incubadora com CO2 (5%), a análise da 
proliferação celular das células T CD4+CD25- foi realizada por citometria de fluxo.  
A marcação das células T CD4+CD25- com CFSE permite que as células T 
CD4+CD25+ e as células T CD4+CD25- sejam avaliadas de forma independente. Os 
resultados dos ensaios de supressão com CFSE foram analisados através da 
determinação da proporção de células que sofreu pelo menos uma divisão (tendo em 
conta todos os picos excepto o da extrema-direita, que representa as células que não 
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sofreram divisão) (Fig. 2). Este resultado foi utilizado para calcular a percentagem de 
supressão, através da seguinte fórmula: 
%  𝑑𝑒  𝑆𝑢𝑝𝑟𝑒𝑠𝑠ã𝑜 = 100− 21,1758,89 𝑥100 
 
 
 
Ensaios proliferativos 
A capacidade proliferativa das células T CD4+CD25- foi avaliada na presença 
e na ausência de um agonista e de um antagonista dos receptores A2AR da adenosina, 
o CGS21680C 2-[4-(2-p-carboxietilo)-fenilamino]-5’-N-etilcarboxamida adenosina e 
o ZM 241385  (4-(2-[7-amino-2-(2-furil-triazolo{2,3-a{1,3,5}triazina-5-il-
aminoetil)fenol, respectivamente (Aricha et al., 2011). Para induzir a proliferação, as 
células foram estimuladas com 1 µg/mL anti-CD3 (imobilizado nos poços da placa) e 
1 µg/mL anti-CD28 (na forma solúvel). As células T CD4+CD25- foram incubadas, 
durante 3-4 dias a 37ºC, cultivadas numa densidade de 2,5x104 células/poço em placas 
de 96 poços de fundo redondo com CGS21680C nas concentrações de 0.3 nM, 1 nM, 
3 nM e 10 nM na presença e na ausência de ZM 241385 (50 nM). A proliferação 
1:0
58,89 21,16
21,1758,89
1:1
Figura	   2	   -­‐	   Análise	   por	   citometria	   de	   fluxo	   de	   um	   ensaio	   de	   supressão	   com	   CFSE.	  
Determinação	  da	  proporção	  de	   células	   Tefect	   que	   sofreu	  pelo	  menos	  uma	  divisão,	   em	  
culturas	   sem	   células	   Treg	   (imagem	   da	   esquerda)	   e	   em	   culturas	   com	   células	   Tefect	   e	  
células	  Treg	  na	  proporção	  de	  1:1	  (imagem	  da	  direita).	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celular foi avaliada através da contagem do número absoluto de células e através do 
ensaio de MTT.   
O índice de proliferação (PI) das células T CD4+CD25-, foi quantificado por 
comparação do número absoluto de células obtido nas condições teste em relação ao 
número absoluto na ausência de estímulo proliferativo (anti-CD28). Assim sendo o 
cálculo do índice de proliferação (PI) foi obtido através da seguinte fórmula: 
 
 Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒  𝑑𝑒  𝑝𝑟𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑟𝑎çã𝑜 = !º  !"  !é!"!#$  !"#$%&'  !"#  !"#$%çõ!"  !"  !"#!"!º  !"  !é!"!#$  !"#$%&'  !"  !"#$%çã!  !"  !"#$%"&"  !"#$!"#$ 
 
Reagentes 
Histopaque-1077 (Sigma) Tampão salino fosfato (PBS) (Sigma),  Albumina 
de soro bovino (BSA) (Sigma), Kit de separação de células T reguladoras humanas 
(Miltenyi Biotec), anticorpo monoclonal anti-humano PerCYP-CD4 (Miltenyi 
Biotec), anticorpo monoclonal anti-humano PE-CD25 (Miltenyi Biotec), anticorpo 
monoclonal anti-humano Alexa 488-FoxP3(eBioscience), Microparticles size 
standard based on polystyrene monodisperse, 72822 (Fluka,Sigma),, CFSE 
(Invitrogen), (5,6-carboxi-fluoresceina diacetato succinimidil ester), RPMI (Sigma), 
Soro bovino fetal inactivado (Sigma) , Penicilina-estreptomicina (SIGMA), HEPES  
(SIGMA), AOPCP (adenosina 5-(α,β-metileno) difosfato), MTT ([4,5-dimetiltiazol-2-
yl]-2,5-difeniltetrazolium bromida), CGS21680C(Tocris), ZM 241385  (Tocris)(4-(-2-
[7-amina-2-{2-furil}{1,2,4}triazol{2,3-a}{1,3,5}triazina-5-yl-amina]etil)fenol), 
anticorpo monoclonal anti-humano CD3 (eBioscience) , anti-CD28 (eBioscience). 
    
Análise de dados 
Para o tratamento estatístico dos dados, foi usado o software Microsoft Excel 
for Mac, versão 14.0.0. As variáveis foram descritas usando medidas de distribuição 
central (mediana) e de dispersão (percentis). 
 
 
 A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis    
 
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
14 
RESULTADOS 
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Redução da população de células T CD4 CD25+high FoxP3+ em indivíduos com 
MG  
Como referido anteriormente, as células T CD4+ CD25+ (células Treg) 
desempenham um papel crucial na manutenção da tolerância imunológica (Sakaguchi, 
2004). Em vários modelos animais foi demonstrado que o desenvolvimento de 
autoimunidade resulta da redução do número de células T CD4+ CD25+ e/ou do 
comprometimento funcional desta população linfocitária indicando que as células T 
CD4+ CD25+ controlam as células T autoreactivas (Sakaguchi, 2000). Vários estudos 
foram conduzidos no sentido de avaliar o papel das células T CD4+ CD25+ em 
doenças autoimunes humanas, como a esclerose múltipla, artrite reumatóide e 
diabetes do tipo 1 indicando uma correlação entre os défices na quantidade e 
qualidade das células T CD4+ CD25+. No que diz respeito à Miastenia Gravis o 
número de estudos relacionados com a avaliação do papel desta população linfocitária 
na fisiopatologia desta síndrome é claramente inferior. Assim sendo, numa primeira 
fase decidimos avaliar por citometria de fluxo a proporção de células T CD4+ CD25+ 
presentes nas amostras de sangue periférico obtidas a partir de 6 indivíduos com MG. 
Os estudos de imunofenotipagem mostraram que os indivíduos miasténicos não 
mostraram diferenças estatisticamente significativas na proporção das linhagens 
celulares T CD4+CD25-, T CD4+CD25+low e T CD4+CD25+high, comparativamente aos 
indivíduos controlo saudáveis (Fig. 3). No entanto, a percentagem de células FoxP3-
positivas no compartimento celular T CD4+ CD25+high nos indivíduos miasténicos 
(mediana 17,89%, mínimo 1,84%, máximo 40%, percentil 25 – 10,92%, percentil 75 - 
28,75%, n=6) foi significativamente inferior ao observado nos indivíduos controlos 
saudáveis (mediana 40,57%, mínimo 32,84%, máximo 80%, percentil 25 – 33,38%, 
percentil 75 - 57,50%, n=6), (Fig. 3B). 
À semelhança dos resultados obtidos por outros autores (Zhang et al., 2009, 
Balandina et al., 2005) o nosso estudo sugere que a par da manutenção do balanço 
entre as populações T CD4+CD25-, T CD4+CD25+low e T CD4+CD25+high os indivíduos 
com Miastenia Gravis possuem uma diminuição da expressão do marcador intracelular 
das células TCD4+CD25+ com propriedades imunossupressoras, o factor de 
transcrição FoxP3.  
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A actividade imunossupressora das células T CD4 CD25+ encontra-se 
comprometida em indivíduos com MG  
Considerando que a expressão do marcador intracelular, Foxp3, confere 
propriedades imunossupressoras às células TCD4+CD25+ é expectável que 
paralelamente à redução na expressão no marcador Foxp3 se observe uma redução na 
acção supressora desta população linfocitária  nos indivíduos miasténicos. Para testar 
esta hipótese, avaliou-se a capacidade das células T CD4+CD25+ obtidas das amostras 
de sangue periférico de indivíduos com MG e controlos saudáveis para suprimir a 
proliferação das células T CD4+CD25- autólogas in vitro, incubando as células em 
diferentes proporções.  
A actividade supressora das células T CD4+CD25+ sobre a proliferação de 
células TCD4+CD25- quando testadas na razão de 1:1 variou entre 19-41% nos 
controlos saudáveis (n=6), decrescendo com o aumento da diluição de células Treg 
(Fig. 4A). No entanto, nos indivíduos com MG, observou-se uma perda significativa 
da actividade supressora das células T CD4+ CD25+. Contrariamente ao observado 
nos indivíduos saudáveis, o índice proliferativo das células T CD4+ CD25- não sofreu 
alterações com a adição das células Treg nas várias diluições testadas (Fig.4B).  
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Figura	  3	  –	  (A)	  Percentagem	  dos	  subtipos	  de	  Células	  T	  na	  população	  CD4+	  presentes	  nas	  amostras	  de	  
sangue	   periférico	   de	   indivíduos	   com	   Miastenia	   Gravis	   (MG)	   e	   nos	   controlos	   saudáveis	   (CS).	   (B)	  
Percentagem	  de	  células	  Treg	  CD4+	  CD25-­‐High	  que	  expressam	  FoxP3	  presentes	  nas	  amostras	  de	  sangue	  
periférico	  de	  indivíduos	  com	  MG	  e	  controlos	  saudáveis.	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Os resultados sugerem, à semelhança do que foi observado noutros estudos, 
que a actividade supressora das células Treg dos indivíduos com MG se 
encontraseveramente comprometida, observando-se uma correlação entre a 
diminuição da expressão do factor de transcrição FoxP3 e a capacidade 
imunossupressora das células T CD4+CD25+.  
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Figura	   4	   –	   (A)	   Efeito	   supressor	   das	   células	   T	   CD4+	   CD25+	   sobre	   a	   proliferação	   de	   células	   TCD4+	   CD25-­‐	  	  
autólogas	   em	   indivíduos	   com	   Miastenia	   Gravis	   (MG)	   e	   em	   controlos	   saudáveis	   (CS).	   (B)	   Índice	   de	  
proliferação	  das	  células	  T	  CD25-­‐	  em	  indivíduos	  com	  Miastenia	  Gravis	  (MG)	  e	  em	  controlos	  saudáveis	  (CS)	  
na	  presença	  e	  na	  ausência	  de	  AOPCP	   (200	  µM).	   (C)	  Efeito	   supressor	  das	  células	  T	  CD4+	  CD25+	   sobre	  a	  
proliferação	   de	   células	   T	   CD4+	   CD25-­‐	   autólogas	   quando	   adicionadas	   em	   diferentes	   proporções	   na	  
presença	  e	  na	  ausência	  de	  AOPCP	  (200	  µM)	  em	  controlos	  saudáveis	  (CS).	  (D)	  Efeito	  supressor	  das	  células	  
T	  CD4+	  CD25+	  sobre	  a	  proliferação	  de	  células	  TCD4+	  CD25-­‐	  autólogas	  quando	  adicionadas	  em	  diferentes	  
proporções	  na	  presença	  e	  na	  ausência	  de	  AOPCP	  (200	  µM)	  em	  indivíduos	  com	  Miastenia	  Gravis	  (MG).	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Efeito do inibidor da enzima CD73/ecto-5’-nucleotidase na actividade supressora 
das células T CD4+ CD25+  
Considerando que a enzima CD73/ecto-5’-nucleotidase é um elemento fulcral 
na conversão de nucleótidos de adenina (elemento imunoestimulador) em adenosina 
(elemento imunossupressor) (Beavis et al., 2012), avaliou-se o resultado da inibição 
desta enzima na capacidade supressora das células T CD4+ CD25+ isoladas do sangue 
periférico de indivíduos com MG e de controlos saudáveis.  
As células T CD4+CD25-, previamente incubadas com a sonda fluorescente 
CFSE (5 µM), foram co-cultivadas com células T CD4+CD25+ nas seguintes 
diluições: 1:1, 1:2, 1:5 e 1:10. Os resultados indicam que o índice proliferativo das 
células T CD4+ CD25- está aumentado nos indivíduos com MG e que este não é 
influenciado de forma significativa pela presença do inibidor da enzima ecto-5’-
nucleotidase, AOPCP (200 µM) (Fig.4B). Nestas condições, o índice de proliferação 
(PI) das células T CD4+ CD25- mediano observado na ausência e na presença do 
inibidor foi de 3,2133 (mínimo 3,2108, máximo 3,2157, n=4) e de 3,6219 (mínimo 
3,6192, máximo 3,6247, n=4), respectivamente. A proliferação das células T CD4+ 
CD25- isoladas de controlos saudáveis na ausência do inibidor foi significativamente 
menor que nos doentes com MG, com um PI mediano de 1.4300 (mínimo 1,4300, 
máximo 2,7000, n=6). Nos indivíduos controlo não foi encontrada uma diferença 
significativa na proliferação das células na presença de AOPCP; nestas circunstâncias 
observou-se um PI mediano de 1,6100 (mínimo 1,6100, máximo 3,7200, n=6) (Fig. 
4B). 
A proliferação das células T CD4+ CD25- na presença de células T CD4+ 
CD25+ em controlos saudáveis e em indivíduos com MG foi suprimida na presença de 
AOPCP (200 µM). Na presença de AOPCP, a actividade supressora mediana das 
células T CD4+ CD25+ sobre a proliferação de células TCD4+ CD25- aplicadas na 
razão 1:1 foi de 64% (mínimo 15%, máximo 76%, n=6). Não se observou um efeito 
decrescente com o aumento da diluição de células Treg, nas amostras de controlos 
saudáveis (Fig. 4C). Na amostra de células de indivíduos com MG, observou-se um 
padrão semelhante, com uma actividade supressora mediana das células T CD4+ 
CD25+ sobre a proliferação de células TCD4+ CD25- na razão 1:1 de 70% (mínimo 
62%, máximo 77%, n=4) (Fig. 4D).  
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Contrariamente ao esperado pela análise de trabalhos anteriores publicados na 
literatura, os resultados preliminares apresentados sugerem que nas condições 
experimentais do presente trabalho o bloqueio da actividade da enzima CD73/ecto-5’-
nucleotidase com AOPCP permite recuperar a actividade imunossupressora das 
células T CD4+CD25+ dos doentes miasténicos para níveis semelhantes aos 
observados em indivíduos controlo. 
Efeito do receptor A2A da adenosina na proliferação de células T CD4+ CD25- 
Dados da literatura sugerem que os efeitos imunossupressores da adenosina 
são mediados pelos receptores A2A expressos nas células Tefect (Huang et al., 1997, 
Mandapathil et al., 2010). Perante a observação de que a capacidade proliferativa das 
células T CD4+ CD25- obtidas a partir das amostras de sangue periférico de 
indivíduos com MG se encontra aumentada e que essa proliferação não é influenciada 
de forma significativa pela inibição da enzima CD73/ecto-5’-nucleotidase, avaliou-se 
o papel da adenosina sobre a proliferação das células Tefect usando um agonista 
selectivo dos receptores A2A, o CGS2168C (0,3-1nM). Para tal, foram realizados 
ensaios de viabilidade celular (técnica do MTT) e estudos proliferativos através da 
contagem do número de células T CD4+ CD25- obtidas de amostras de sangue 
periférico de indivíduos com MG e controlos saudáveis.  
Os ensaios de viabilidade celular (técnica do MTT) não mostraram variações 
significativas nos valores de densidade óptica das culturas de células T CD4+CD25-, 
demostrando que a viabilidade das células não foi alterada na gama de concentrações 
de CGS21860C (0,3-30 nM) testadas; o mesmo ocorreu quando se avaliou o efeito do 
CGS21680C na presença do antagonista selectivos dos receptores A2A, ZM214385 
(50 nM) Fig. 5). 
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Através da marcação das células com CFSE (5 µM), mostrou-se que a 
capacidade proliferativa das células T CD4+ CD25- obtidas a partir das amostras de 
sangue periférico de indivíduos com MG está aumentada, comparativamente ao que 
acontece nos controlos saudáveis (Fig. 6A). Estes resultados sugerem que os 
indivíduos miasténicos possuem um desequilíbrio na homeostasia da proliferação das 
células T CD4+CD25- que poderá contribuir para o desenvolvimento da 
autoimunidade.  
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Figura	  5	  –	  Valores	  de	  densidade	  óptica	  (ensaio	  do	  MTT)	  nos	  ensaios	  proliferativos	  de	  células	  T	  
CD4+	  CD25-­‐	  de	  indivíduos	  com	  Miastenia	  Gravis	  (MG)	  e	  em	  controlos	  saudáveis	  (CS)	  na	  presença	  
de	   concentrações	   crescentes	   do	   agonista	   selectivo	   dos	   receptores	   A2A	   da	   adenosina,	  
CGS21680C,	  na	  ausência	  (A)	  e	  na	  presença	  do	  seu	  antagonista	  selectivo,	  ZM241385	  (50	  nM).	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A activação de receptores A2A com CGS21680C aumentou a capacidade 
proliferativa das células T CD4+ CD25- obtidas a partir de controlos saudáveis de 
modo dependente da concentração. O perfil da curva de concentração-resposta obtida 
para o CGS21680C neste estudo assemelha-se ao perfil bifásico observado noutros 
tecidos (Correia-de-Sa et al., 1991); o efeito máximo foi observado para uma 
concentração de 3 nM (mediana de 38%, mínimo -51%, máximo 48%, n=4) (Fig. 6B). 
O efeito facilitatório do CGS21680C sobre a capacidade proliferativa das células T 
CD4+ CD25- resulta da activação dos receptores A2A da adenosina, uma vez que este 
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Figura	  6	  –	  (A)	  Índice	  de	  proliferação	  das	  células	  T	  CD25-­‐	  de	  indivíduos	  com	  MG	  (MG)	  e	  de	  controlos	  
saudáveis	  (CS)	  na	  presença	  e	  na	  ausência	  de	  ZM241385.	  (B)	  Percentagem	  de	  efeito	  do	  CGS21680C	  
na	   proliferação	   das	   células	   T	   CD25	   de	   indivíduos	   com	   Miastenia	   Gravis	   (MG)	   e	   de	   controlos	  
saudáveis	  (CS).	  Percentagem	  de	  efeito	  do	  CGS21680C	  na	  presença	  de	  ZM241385	  na	  proliferação	  das	  
células	   T	   CD25-­‐	   provenientes	   de	   controlos	   saudáveis	   (CS)	   (C)	   e	   de	   doentes	   com	  Miastenia	   Gravis	  
(MG)	  (D).	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efeito foi prevenido na presença do antagonista selectivo destes receptores pelo 
ZM241385 (50 nM) (Fig. 6C). 
Contrariamente ao observado nos controlos saudáveis, a aplicação de 
concentrações crescentes de CGS21680C (0,3-30 nM), tanto na ausência como na 
presença de ZM241385 (50 nM), não alterou significativamente a capacidade 
proliferativa das células T CD4+ CD25- dos doentes com MG (Fig. 6D). É de realçar 
que a aplicação de ZM241385 (50 nM) por si só não modificou o índice proliferativo 
das células T CD4+CD25- tanto em indivíduos saudáveis e como nos miasténicos. 
Estes resultados sugerem que a actividade do receptor A2A da adenosina se encontra 
comprometida nos doentes miasténicos. 
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DISCUSSÃO 
A Miastenia Gravis (MG) é uma das doenças auto-imunes humanas melhor 
caracterizada. No entanto, apesar dos progressos significativos na compreensão das 
interacções entre células apresentadoras de antigénio, células T e células B na 
produção de auto-anticorpos, pouco se sabe sobre os mecanismos responsáveis pela 
quebra de tolerância imunológica contra os epítopos presentes nos AChR na MG (Liu 
et al., 2010).  
Estudos recentes têm demonstrado um papel crucial das células T reguladoras 
na manutenção da auto-tolerância imunológica e na homeostasia do sistema 
imunitário. As células T reguladoras constituem uma linhagem celular de células T 
que fenotipicamente expressam os marcadores membranares CD4 e CD25 e o 
marcador intracelular, FoxP3 (factor de transcrição). Funcionalmente estas células 
desempenham funções de supressão da activação, diferenciação e função das células 
T efectoras localizadas nos tecidos linfóides e não linfóides (Sather et al., 2007).  
A expressão do factor de transcrição FoxP3, tem sido identificada como um 
factor essencial para a atividade supressora das células Treg, sendo esta condição 
independente da espécie. Nos humanos, em particular, mutações do gene FOXP3 
aparecem frequentemente associadas ao desenvolvimento de diversas síndromes 
caracterizadas por desregulação imunitária, poliendocrinopatia e enteropatia 
(Balandina et al., 2005, Bennett et al., 2001). Alguns autores têm sugerido que a 
redução da expressão do factor FoxP3 com consequente comprometimento funcional 
das células T CD4+ CD25+ FoxP3+ pode estar na origem do processo fisiopatológico 
envolvido na instalação de diversas doenças de carácter auto-imune, tal como a 
Miastenia Gravis. À semelhança do observado por outros autores (Balandina et al., 
2005, Zhang et al., 2009), os indivíduos miasténicos envolvidos no presente estudo 
apresentaram uma diminuição significativa na percentagem de células T CD4+ CD25+ 
que expressam FoxP3, comparativamente com os controlos saudáveis, sem no entanto 
apresentarem diferenças significativas na percentagem total de células T CD4+ 
CD25+. Apesar do número reduzido de indivíduos miasténicos envolvidos no presente 
estudo os resultados preliminares sugerem que a redução da expressão do factor 
nuclear FoxP3 poderá ser um marcador de disfunção imunológica presente nos 
indivíduos que manifestam MG, tanto naqueles cuja doença teve início precoce como 
tardio. Paralelamente à diminuição da expressão do factor FoxP3 observou-se que a 
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população linfocitária TCD4+CD25+ presente nos indivíduos miasténicos exibe 
propriedades funcionais distintas da população observada nos controlos saudáveis. A 
população TCD4+CD25+ presente nos indivíduos saudáveis apresenta um fenótipo 
imunossupressor, enquanto a dos indivíduos miasténicos apresenta um 
comprometimento da actividade imunossupressora. As células T CD4+ CD25+ (Treg) 
foram incapazes de suprimir a proliferação de células T CD4+ CD25- autólogas, 
mesmo quando aplicadas na proporção de 1:1. Estes resultados são consistentes com 
aqueles descritos por outros autores e reforçam a hipótese de que a disfunção da 
actividade imunossupressora das células Treg poderá estar envolvida na etiopatogenia 
do desenvolvimento da MG (Zhang et al., 2009, Balandina et al., 2005, Conti-Fine et 
al., 2006). 
Baladina e colaboradores (2005) sugeriram que o défice na actividade 
supressora de células T CD4+ CD25+ associado à diminuição da expressão de FoxP3 
em indivíduos com MG poderá resultar de uma mutação no factor de transcrição 
FoxP3 ou, alternativamente, a um polimorfismo na região promotora do gene FOXP3. 
De facto, foram relatados polimorfismos nesta região, associados a uma diferença 
significativa na actividade promotora de diferentes alelos, em indivíduos com diabetes 
auto-imune (Balandina et al., 2005, Bassuny et al., 2003). No entanto, o mecanismo 
que vincula a redução da expressão do factor de transcrição com perda da actividade 
supressora das células Treg permanece por esclarecer. 
A imunossupressão mediada por células Treg parece envolver vários 
mecanismos moleculares e vias de transdução de sinal. A adenosina é um inibidor 
potente das respostas de células T e o receptor de adenosina A2A foi identificado como 
sendo o principal receptor de adenosina anti-inflamatório associado a células T 
(Deaglio et al., 2007).  
A adenosina pode ser produzida por metabolização intracelular de ATP, ADP 
e AMP pelas 5’-nucleotidases citoplasmáticas, por acção da hidrolase S-
adenosilhomocisteína, ou gerada a partir do ATP e ADP presentes no meio 
extracelular através da acção combinada das enzimas CD39 e CD73. As 
concentrações de adenosina também dependem da enzima adenosina deaminase 
(ADA), que metaboliza a adenosina em inosina e da enzima adenosina cinase, que 
fosforila a adenosina em AMP. O papel da adenosina na regulação imunitária é 
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evidenciado em situações de défice na expressão de ADA, CD39 ou CD73.  
A adenosina, um subproduto da actividade de células Treg, é usada por estas 
células para suprimir respostas imunitárias. De facto, as células Treg são o único tipo 
de células T que possui a maquinaria enzimática total necessária (CD73 e CD39) não 
só para gerar adenosina, mas para mantê-la em concentrações relativamente elevadas, 
devido à baixa expressão / reduzida actividade da ADA. Neste contexto, o nível de 
expressão do FoxP3 reveste-se de alguma importância visto este factor de transcrição 
amplifica e estabiliza a expressão das enzimas CD39 e CD73 (Deaglio et al., 2007). 
Por outro lado, o complexo CD26-ADA parece estar expresso em todas as células 
Tefect, que são assim capazes de degradar enzimaticamente a adenosina em inosina 
eliminando o efeito mediado pelo nucleósido. Esta atividade enzimática pode ser 
importante para proteger as células Tefect dos efeitos supressivos da adenosina e da 
regulação imunossupressora mediada pelas células Treg (Mandapathil et al., 2010).   
Neste contexto, uma redução da expressão ou alteração funcional da 
actividade da CD73/ecto-5’-nucleotidase surge como um possível mecanismo 
explicativo dos défices da actividade  imunossupressora das células Treg e surge na 
sequência da redução da expressão de FoxP3 observado nos indivíduos miasténicos 
detectada neste estudo. Para avaliar os efeitos do bloqueio metabólico da enzima 
CD73 / ecto-5’-nucleotidase na supressão de células Tefect mediada por células Treg 
realizaram-se ensaios de supressão na presença do inibidor enzimático desta enzima, 
o AOPCP. Ao contrário do sugerido por Mandapathil e col. (2010), o bloqueio da 
actividade enzimática da CD73/ecto-5’-nucleotidase potenciou a actividade 
supressora das células T CD4+ CD25+ sobre a proliferação das células T CD4+ CD25- 
nos controlos saudáveis. Curiosamente, a inibição da CD73/ecto-5’-nucleotidase 
restaurou a actividade imunossupressora das células Treg miasténicas de um modo 
dependente da concentração, i.e. na presença de AOPCP a capacidade supressora das 
células T CD4+ CD25+ reduziu à medida que se diminuiu a razão TCD25+:TCD25-. 
Estes resultados preliminares revelaram que, contrariamente ao indicado na 
bibliografia, a produção de adenosina pelas células Treg pela via da CD73/ecto-5’-
nucleotidase não parece ser decisiva para o mecanismo pelo qual esta linhagem de 
células produz imunossupressão. De facto, os resultados apresentados mostraram um 
perfil oposto ao indicado na bibliografia sugerindo que o bloqueio da actividade da 
CD73/ecto-5’-nucleotidase nas células Treg aumenta o seu potencial supressor. É de 
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realçar, que os efeitos observados na presença do AOPCP são dependentes da 
presença das células Treg uma vez que a proliferação das células T CD4+ CD25- não 
foi influenciada de forma significativa pelo contacto directo destas células com 
AOPCP.  
Perante este efeito paradoxal observado na presença do inibidor da CD73 / 
ecto-5’-nucleotidase decidimos avaliar o efeito da activação dos receptores da 
adenosina A2A na capacidade proliferativa das células T CD4+ CD25- provenientes de 
indivíduos saudáveis e miasténicos. Para tal, as células T CD4+ CD25- foram 
incubadas com concentrações crescentes do agonista selectivo dos receptores da 
adenosina A2A, CGS21680C (0,3-30 nM), na presença e na ausência do antagonista 
selectivo destes receptores, ZM241385 (50 nM). Nos indivíduos saudáveis, a 
aplicação do CGS21680C aumentou significativamente a actividade proliferativa das 
células T CD4+ CD25-. O efeito facilitatório do CGS21680C na actividade 
proliferativa destas células é mediado pela activação dos receptores da adenosina A2A, 
uma vez que este efeito foi antagonizado na presença do ZM241385. Por outro lado, 
nos indivíduos miasténicos a actividade proliferativa das células T CD4+ CD25- não 
foi alterada pela aplicação do CGS21680C, tanto na ausência como na presença de 
ZM241385. Estes resultados sugerem um comprometimento da actividade dos 
receptores A2A nas células destes indivíduos. Apesar destas evidências não se 
ajustarem aos dados documentados na bibliografia (Mandapathil et al., 2010) 
relativamente aos indivíduos do grupo controlo, concordam plenamente com os 
resultados encontrados nos ensaios de supressão obtidos na presença do inibidor da 
CD73 / ecto-5’-nucleotidase, AOPCP. O enquadramento dos resultados obtidos para 
os ensaios proliferativos e de supressão obtidos nos indivíduos controlo sugerem que, 
nestas condições experimentais, a adenosina estimula a actividade proliferativa das 
células T CD4+ CD25- através da activação de receptores A2A. 
Considerando o facto da adenosina possuir efeitos imunomoduladores 
distintos nas células T em função da idade (Hesdorffer et al., 2012), a discrepância 
nos resultados obtidos no nosso estudo em função das evidências documentadas por 
Mandapathil e colaboradores (2010) poderá estar relacionada com a faixa etária dos 
controlos envolvidos em ambos os estudos. De facto, o intervalo de idades dos 
indivíduos envolvidos no presente estudo foi claramente superior (39-64 anos, média 
de 52 anos) ao intervalo de idades (24-58 anos, média de 39 anos) dos indivíduos 
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envolvidos no estudo conduzido por Mandaphatil (2010) por questões que se prendem 
com o equilíbrio dos dados demográficos relativos à população de doentes 
miasténicos que se pretendia comparar neste projecto. Hesdorffer e colaboradores 
(2012) mostraram recentemente que a aplicação de adenosina e do seu análogo 
estável, CGS21680C, diminuía significativamente a expressão do co-receptor CD28 
promotor da activação e expansão clonal das células T nos indivíduos jovens com 
idades compreendidas entre 24-45 anos quando comparado com indivíduos com idade 
igual ou superior a 65 anos. Deste modo, é provável que na presença de adenosina a 
activação e expansão dos linfócitos T em indivíduos jovens seja menos exuberante do 
que nos indivíduos idosos. Neste contexto, é possível conceber que o efeito marginal 
da activação dos receptores da adenosina A2A na redução da expressão do co-receptor 
CD28 confira maior capacidade proliferativa às células T CD4+ CD25- dos indivíduos 
envolvidos neste estudo. Infelizmente, não existem até à data estudos comparativos do 
efeito imunossupressor da adenosina em função da idade que possam corroborar esta 
hipótese.  
Em todo caso, os resultados mostram pela primeira vez a existência de uma 
alteração funcional dos receptores da adenosina A2A em células de doentes 
miasténicos à semelhança do que foi observado em modelos animais de MG 
(Noronha-Matos et al., 2011). Esta alteração funcional pode resultar de uma redução 
nos níveis de expressão deste receptor (Li et al., 2012). A interpretação da relevância 
funcional deste dado experimental carece da prévia clarificação do papel 
imunossupressor dos receptores da adenosina A2A em função da idade. Em todo caso, 
considerando que os indivíduos miasténicos envolvidos neste estudo apresentavam o 
mesmo perfil etário dos controlos saudáveis, e que todos eles manifestavam uma 
forma ligeira da síndrome miasténica, é tentador sugerir que nestas circunstâncias o 
comprometimento da actividade A2A poderá surgir num contexto adaptativo no 
sentido de frenar a evolução da doença.   
A recuperação surpreendente da actividade imunossupressora das células T 
CD4+ CD25+ dos indivíduos miasténicos após a aplicação do inibidor enzimático da 
CD73 / ecto-5’-nucleotidase, AOPCP, reveste-se de um elevado impacto terapêutico. 
Face à ausência de efeito do agonista dos receptores da adenosina A2A nos indivíduos 
miasténicos, a supressão da proliferação das células T CD4+ CD25- na presença das 
células Treg e do AOPCP não poderá ser interpretada com base nos mecanismos 
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mediados pela adenosina. De facto, a inibição enzimática da CD73/ecto-5’-
nucleotidase, para além de diminuir os níveis de adenosina gerados aumenta 
significativamente os níveis endógenos de AMP. A ecto-adenilato cinase é uma 
enzima expressa na superfície membranar da população linfocitária (Yegutkin et al., 
2006) capaz de catalisar reversivelmente a reacção de conversão do ATP e AMP em 
ADP (ATP+AMP↔2ADP). Deste modo, o aumento dos níveis de AMP após a 
aplicação de AOPCP poderá estar a promover a acumulação de ADP num 
microambiente próximo das células Treg. Recentemente, Trabanelli e colaboradores 
(2012) demonstraram que o ATP pode aumentar a actividade imunossupressora das 
células Treg através da activação de receptores P2. Por outro lado, foi demonstrado 
que os linfócitos expressam os receptores P2Y2 activados pelo ATP e receptores 
P2Y12 activados pelo ADP (Wang et al., 2004). Assim sendo, para além de um efeito 
directo do AOPCP nos receptores activados pelo ADP, P2Y12, visto este composto 
ser um análogo estrutural do ADP, é possível conceber que o aumento dos níveis de 
AMP resultante da inibição da CD73 culmine num aumento dos níveis endógenos do 
agonista dos receptores P2Y12, o ADP, por via da acção catalítica da ecto-adenilato 
cinase. É de realçar, que a concentração de AOPCP usada neste estudo foi duas vezes 
superior à usada por Mandapathil e colaboradores (2010).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 A via CD39/CD73/A2AR e o défice imunológico na Miastenia Gravis    
 
Marisa Cunha, aluna da DIIC do MIM do ICBAS/UP – 2011/2012 e 2012/2013 
 
 
29 
CONCLUSÕES 
Os resultados apresentados devem ser interpretados com a cautela que se exige 
a resultados considerados preliminares, tendo em conta o tamanho reduzido da 
amostra e o facto do projecto apesar de inovador ainda se encontrar em fase de 
execução. No entanto, a observação de que nos indivíduos com Miastenia Gravis 
impera uma diminuição da capacidade supressora das células Treg associada à 
expressão diminuída do factor de transcrição FoxP3, reforça a hipótese unificadora de 
que a disfunção imunológica observada nos indivíduos com síndromes auto-imunes 
reside na perda da actividade imunossupressora das células Treg. Tal como discutido 
neste trabalho, o papel imunomodulador da adenosina ainda não se encontra 
totalmente esclarecido sendo necessário conduzir mais estudos no sentido de 
esclarecer a influência da idade na modulação purinérgica da actividade imunológica 
mediada pela adenosina. É preciso ter em mente que os efeitos da adenosina no 
sistema imunológico podem ser regulados por etapas, para além da sua produção pela 
via CD39/CD73. A distribuição dos receptores da adenosina poderá ser um factor 
determinante do resultado, uma vez que a sensibilidade das células para a adenosina 
depende da expressão e distribuição de receptores entre as células do sistema 
imunitário e, também, da sua relação mais ou menos íntima com as enzimas 
responsáveis pelo metabolismo do nucleósido (Regateiro et al., 2013).  
A influência da ativação celular e do microambiente de citocinas na 
distribuição de receptores de adenosina e receptores de ATP e, consequentemente, na 
sensibilidade à adenosina e ao ATP, permanecem inexploradas (Regateiro et al., 
2013). Como tal, uma possível abordagem terapêutica direccionada no sentido de 
modular a actividade da células Treg em indivíduos com Miastenia Gravis só será 
possível após o esclarecimento da contribuição parcial da sinalização mediada pela 
adenosina e pelo ATP na actividade funcional e proliferativa desta população 
linfocitária. 
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